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1 EINLEITUNG 
1.1 Die diabetische Retinopathie (DR) 
1.1.1 Epidemiologie und Relevanz 
Diabetes betrifft laut jüngsten Schätzungen etwa 8,3 % der Erwachsenen weltweit und die 
Erkrankungsanzahl befindet sich im Anstieg. Ein großer Teil der Menschen mit Diabetes ist 
noch gar nicht als solcher diagnostiziert worden, sodass die Betroffenen auch in Unkenntnis 
der sich entwickelnden Komplikationen sind (Cunha-Vaz et al. 2014). Es gibt Hinweise, dass 
sich die diabetische Retinopathie (DR) bereits 7 Jahre vor der Diagnose eines Diabetes Typ 2 
zu entwickeln beginnt (Fong et al. 2004). 
 
Die DR „ist die häufigste chronische mikrovaskuläre Komplikation bei Diabetes mellitus“ 
(Joussen et al. 2003, S. 363). Unter Diabetespatienten ist etwa jeder fünfte betroffen (Raum 
et al. 2015). Da der Anteil an Diabetikern in der Bevölkerung steigt, wie in Abb. 1 ersichtlich, 
ist eine gleichzeitige Zunahme an DR-Patienten eine logische Folgerung. Die DR ist der 
Hauptgrund für eine Verschlechterung des Sehvermögens und für erworbene Blindheit in der 
arbeitenden Bevölkerung (Cunha-Vaz et al. 2014).  
 
Abb. 1: Anzahl von Menschen zwischen 20 und 79 Jahren mit Diabetes weltweit 
2017 und Prognose für 2045 (International Diabetes Federation 2017) 
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Die Progression der DR wird vor allem vom Patientenalter, dem Diabetestyp, der 
Erkrankungsdauer und der Ausprägung von klinischen Symptomen beeinflusst (Cleland et al. 
2016; Nentwich und Ulbig 2010).  
 
In Deutschland wird von verschiedenen Studien eine Inzidenz der diabetesbedingten 
Erblindung von etwa 1,6 bis 2 pro 100.000 Einwohner angegeben, welche mit höherem 
Lebensalter ansteigt (Nentwich und Ulbig 2010). Keen et al. (2001) beschreiben zudem, dass 
das kardiovaskuläre Mortalitätsrisiko bei Patienten mit proliferativer DR vierfach erhöht ist. Für 
die angemessene Behandlung und um den Sehverlust zu vermeiden, ist es deshalb umso 
wichtiger Risikopatienten zu identifizieren sowie die Ursachen und Pathogenese besser zu 
verstehen. 
1.1.2 Pathogenese, Klinik und Stadien  
Die diabetische Stoffwechsellage kann im Rahmen der DR langfristig zu Veränderungen der 
retinalen Gefäßwände und der Fließeigenschaften des Bluts führen, die im Folgenden sowohl 
auf biochemisch-molekularer Ebene als auch auf hämodynamischer Ebene betrachtet werden 
sollte.  
Unterschieden werden zwei Formen der DR: eine nichtproliferierende und eine bei 
fortschreitender Ischämie proliferative Form. Am gebräuchlichsten zur Beschreibung der 
unterschiedlichen Veränderungen ist die Einteilung nach „Airlie House Classification“ (Lang 
2014) und wird in Tab. 1 zusammengefasst. Die nichtproliferierende Form ist gekennzeichnet 
durch eine Mikroangiopathie besonders am hinteren Augenpol mit erhöhter Permeabilität und 
Perizytenverlust der Gefäßwände, wodurch sich Mikroaneurysmen und retinale Punkt-
blutungen entwickeln können. Durch die Schädigung des Gefäßendothels kommt es zu einem 
Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke (BRS), wodurch Serum ins Retinagewebe eintritt, 
was zur Bildung des diabetischen Makulaödems führt. Lipoproteine aus dem Serum lagern 
sich zusätzlich als harte Exsudate ab. Dies ist die häufigste Komplikation der DR und die 
Hauptursache für Sehverlust durch Diabetes (Cunha-Vaz et al. 2014). Außerdem können diese 
Exsudate zu Kapillar- oder Arteriolenverschlüssen führen. Arterielle Gefäßrückbildungen und 
der Verschluss von Kapillaren verursachen eine retinale ischämische Hypoxie und oxidativen 
Stress (Kowluru 2005). Am Fundus wird dies durch Punkt- oder Fleckblutungen, lokalisierte 
Ödeme und Mikroinfarkte in der Nervenfaserschicht sichtbar. Die entstehenden Mikroinfarkte 
werden auch als weiche Exsudate bzw. Cotton-Whool-Herde bezeichnet. Zeichen des 
Übergangs der DR von einer nichtproliferativen in eine proliferative Form sind irregulär 
geschlängelte und dilatierte Kapillaren, also intraretinale mikrovaskuläre Anomalien (IRMA).  
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Bei der proliferativen Form kommt es durch eine Minderversorgung des Gewebes mit 
Sauerstoff zur Freisetzung von pro-angiogenen Wachstumsfaktoren wie dem vaskulären 
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), die zur Neubildung von Blutgefäßen führt. Diese 
bilden sich vor allem im Papillen- oder Retinabereich aus und weisen durch ihre geringe 
Gefäßwandstabilität ein erhöhtes Risiko für Blutungen und Ödeme auf. Letztlich können 
schwerwiegende Folgen wie eine hintere Glaskörper-Abhebung, Rubeosis iridis oder eine 
traktionsbedingte Netzhautablösung entstehen (Nentwich und Ulbig 2010). 
Tab. 1: Stadien der diabetischen Retinopathie (Lang 2014) 
Nicht proliferative DR 
Mild •  mind. 1 Mikroaneurysma 
Mäßig • leichte IRMA in 4 Quadranten 
• mittelschwere Blutungen in 2-3 Quadranten 
• Schwankungen des venösen Gefäß-Kalibers in einem Quadranten 
 
Schwer • Mittelschwere Blutungen in 4 Quadranten 
• Schwankungen des venösen Gefäßkalibers in 2 Quadranten 
• Mittelschwere IRMA in einem Quadranten 
 
Proliferative DR 
Mild • Nicht papilläre Gefäßneubildungen < 0,5 Papillenflächen in einem 
oder mehreren Quadranten 
Mäßig • Nicht papilläre Gefäßneubildung ≥ 0,5 Papillenflächen in einem oder 
mehreren Quadranten 
• Papilläre Gefäßneubildung < ⅓ - ¼ Papillenfläche 
Hochrisiko • Papilläre Gefäßneubildung ≥ ⅓ - ¼ Papillenfläche 
• Glaskörperblutung mit jeglicher Art von Gefäßneubildung 
Rubeosis 
iridis 
• Neubildung von Gefäßen auf der Iris 
• Gefahr des akuten Winkelblockglaukoms 
1.1.3 Systemische Risikofaktoren 
Die Entwicklung einer DR hängt eng mit der Stoffwechseleinstellung zusammen (Joussen et 
al. 2003). Der wichtigste Risikofaktor der DR ist der Grad der Hyperglykämie und der 
zweitwichtigste Risikofaktor der systemische Bluthochdruck (Kamoi et al. 2013; Klein et al. 
1998). Weiterhin gibt es Hinweise, dass das Bestehen einer Nephropathie, 
Hypercholesterinämie, Anämie, Pubertät oder Schwangerschaft sowie eine genetische 
Disposition, hispanische bzw. südasiatische Herkunft, Übergewicht, erhöhter Nikotinkonsum 
und einige andere Risikofaktoren mit der Entwicklung bzw. Progression einer DR assoziiert 
sind (Cheung et al. 2010; Wahrlich 2012). Im Folgenden werden die wichtigsten beiden 
Risikofaktoren näher erläutert. 
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1.1.3.1 Hyperglykämie 
Diabetes ist mit systemischem und lokalem osmotischem Stress verbunden. In der 
Pathophysiologie der DR laufen durch den erhöhten Glukosespiegel im Blut bestimmte 
Stoffwechselvorgänge in der Netzhaut vermehrt ab, die letztendlich zu mikrovaskulären 
Schäden führen können. Dazu gehören der Polyolweg, der Hexosamin-Stoffwechselweg, der 
Proteinkinase C-Stoffwechselweg und die Bildung von Advanced Glycation End Products 
(AGEs) (Fong et al. 2004), wie in Abb. 2 veranschaulicht.  
 
Die Aktivierung des Polyolwegs durch die Metabolisierung der Glukose wird als Hauptgrund 
der diabetischen Retina-Degeneration angenommen (Chung 2005; Dagher et al. 2004). Dabei 
wird Glukose im ersten Schritt durch die Aldosereduktase (AR) in Sorbitol umgewandelt und 
im zweiten Schritt wird Sorbitol über die Sorbitoldehydrogenase zu Fruktose oxidiert (Klawitter 
et al. 2008). Die Hyperglykämie führt zu systemischer extrazellulärer Hyperosmolarität 
(Neuhofer 2010). Normalerweise besitzen Zellen eine Vielzahl von Adaptionsmechanismen, 
die dafür sorgen, dass sie unter osmotischem Stress überleben, indem sie die osmotische 
Balance wiederherstellen. Zellen schützen sich unter hyperosmolaren Bedingungen über 
Aktivierung von Ionentransportsystemen, wodurch sich intrazellulär kleine organische 
Osmolyte, insbesondere Sorbitol, anhäufen (Cheung und Ko 2013; Klawitter et al. 2008). Diese 
intrazelluläre Sorbitol-Akkumulation wird durch die Aldosereduktase, dem ersten Enzym des 
Polyolwegs, vermittelt (Moriyama et al. 1989). Normalerweise hat die AR eine niedrige Affinität 
Abb. 2: Synopsis der hyperglykämiebedingten Zellschädigungen. (adapt. nach Brownlee,  
2001) (Spinas et al. 2011) 
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für Glukose, weshalb bei Nichtdiabetikern nur ein kleiner Prozentsatz der Glukose über diesen 
Weg umgewandelt wird. Da bei Diabetikern eine hyperglykämische Stoffwechsellage vorliegt, 
wird jedoch vermehrt Glukose in Sorbitol umgewandelt (Brownlee 2001). Sorbitol ist allerdings 
toxisch und führt zum Untergang von Retinazellen (Schöffel et al. 2016).  
1.1.3.2 Bluthochdruck 
Bluthochdruck führt über einen erhöhten Blutfluss und mechanischen Schaden der vaskulären 
Endothelzellen zu einer Exazerbation der DR, welche die Freisetzung von VEGF stimulieren 
(Seko et al. 1999; Suzuma et al. 2001). Jede 10 mmHg systolische Blutdruck-Erhöhung ist mit 
einem ca. 10 % erhöhtem Risiko für die frühe DR und einem 15 % erhöhtem Risiko für die 
proliferative Retinopathie assoziiert (Gallego et al. 2008; Klein et al. 2008). 
Durch diätetische Salzaufnahme erhöht sich die extrazelluläre Osmolarität und bewirkt 
dadurch akute Blutdruck-Erhöhungen (He et al. 2005). Dabei ist die Beziehung zwischen 
Salzkonsum und Blutdruck linear (Alderman 2007). Die Haupt-Salzquelle aus der Ernährung 
stammt mit etwa 70 % aus industriell verarbeiteten Lebensmitteln (Becker et al. 2005). In 
Industrieländern stieg die diätetische Salzaufnahme in der Vergangenheit schnell mit dem 
Konsum von industriell verarbeiteten Lebensmitteln an. In diesen Lebensmitteln finden sich 
außerdem weniger blutdrucksenkende Mineralien, wie Kalium, Calcium, Magnesium, 
Phosphat und Bikarbonat (Ekmekcioglu et al. 2013). Zudem erhöht insuffiziente Wasser-
aufnahme das Plasma-Salzlevel und die Osmolarität.  
Um kompensatorisch das Plasmasalzlevel bei erhöhter extrazellulärer Osmolarität wieder zu 
reduzieren, werden verschiedene Mechanismen aktiv. Dazu gehört, dass Zellwasser für die 
angestrebte Homöostase in die extrazelluläre Flüssigkeit strömt. Das Durstzentrum wird 
stimuliert, was in erhöhter Flüssigkeitsaufnahme resultiert. Die renale Salzexkretion sowie 
Vasopressin-Sekretion werden stimuliert, wodurch es zu einer erhöhten Wasserretention durch 
die Nieren kommt. Dieses insgesamt höhere Blutvolumen erhöht den kardialen Auswurf und 
induziert eine Arteriolenkonstriktion, um das Gewebe vor Überperfusion zu schützen. Damit 
kommt es letztendlich zum erhöhten Blutdruck. Doch hoher Salzkonsum erhöht den Blutdruck 
auch unabhängig von der Blutvolumenexpansion durch direkte Effekte von NaCl auf die glatten 
Muskeln der Arterien, kardiale Myozyten, hypothalamische Blutdruck-Kontrolle und das lokale 
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) (Bringmann et al. 2016). 
Die Plasmaosmolarität und der Bluthochdruck durch diätetische Salzaufnahme nehmen mit 
dem Alter zu (Kenney und Chiu 2001). Dies liegt darin begründet, dass die Widerstandsgefäße 
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dicker, steifer und durch Arteriosklerose geschmälert werden und sich dadurch der periphere 
Widerstand erhöht. Hinzu kommt eine renale Beeinträchtigung, die die Salzexkretion 
beeinträchtigt sowie verminderte endotheliale NO-Produktion. Außerdem nimmt die Basis-
Plasmaosmolarität mit dem Alter zu und das Körperwasser ab (Bringmann et al. 2016; Kenney 
und Chiu 2001; Watson et al. 1980). Deshalb ist es umso wichtiger, bei älteren Menschen die 
Wasseraufnahme zu kontrollieren und auf Zeichen von Dehydratation zu achten (Bringmann 
et al. 2016). 
Systemischer Bluthochdruck hat vielfältige Effekte auf die sensorische Retina. Es werden 
retinale Gefäßschäden, Chorioidopathien und optische Neuropathien induziert. Außerdem 
geht ein erhöhter Blutdruck mit einem erhöhten Risiko für weitere Gefäßkomplikationen wie 
retinale Venen- und Arterienokklusion, arterioläre Makroaneurysmen und embolische 
Ereignisse einher (DellaCroce und Vitale 2008; Wong und Mitchell 2007). 
1.1.4 Prävention 
In den Leitlinien für die optimale Augenvorsorge von Diabetespatienten stehen insbesondere 
die regelmäßige Funduskopie (Nentwich und Ulbig 2010) und eine enge glykämische sowie 
Blutdruck-Kontrolle im Vordergrund, um die diabetische Retinopathie zu verhindern (Mohamed 
et al. 2007). 
Studien zeigten, dass strenge Blutzuckerkontrollen mit einem durchschnittlichen HbA1c von 
7 % das Risiko der Entwicklung und Progression der DR bei Diabetespatienten verringert. 
Jedes Prozent der HbA1c-Reduzierung verringert das Risiko der Retinopathie um 30-40 %. 
Dieser Effekt wird langanhaltend erzielt (White et al. 2008). Eine andere Studie zeigte, dass 
Patienten mit einem optimal eingestellten Blutzucker, ihr Risiko eine Retinopathie zu 
entwickeln, um 76 % und eine Progression der vorhandenen Retinopathie um 54 % 
verminderten (Heng et al. 2013; Nathan et al. 1993). Doch obwohl strenge Blutzucker-
kontrollen zu einem besseren Outcome bei den meisten Patienten führt, entwickeln manche 
Patienten trotzdem eine Retinopathie. Deshalb ist es wichtig die anderen Risikofaktoren der 
Entwicklung der DR besser zu verstehen, was im Einzelnen bedeutet, die spezifischen 
metabolischen Stoffwechselwege und Enzyme zu untersuchen, die bei der Entwicklung der 
DR eine Rolle spielen, um daraus medizinische Interventionen ableiten zu können (Snow et 
al. 2015). 
In einer Studie reduzierte eine regelmäßige Blutdruck-Kontrolle die Risiken der Retinopathie-
Progression bei einem Drittel, des Sehverlustes bei der Hälfte und die Notwendigkeit einer 
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Lasertherapie bei einem Drittel der Diabetes Typ 2-Patienten (Mohamed et al. 2007). Es ist 
möglich, dass einige blutdrucksenkende Medikamente wie Renin-Angiotensin-Inhibitoren noch 
einen zusätzlichen Effekt haben. So konnte gezeigt werden, dass durch den Angiotensin 
Converting Enzyme (ACE)-Inhibitor Lisinopril das Risiko der Retinopathie-Progression um 
50 % und das der proliferativen Retinopathie um 80 % gesenkt werden konnte (Cheung et al. 
2010). In einer anderen Studie reduzierte Enalapril das Risiko der Retinopathie-Progression 
um 65 % und Losartan um 70 % bei Patienten mit Diabetes Typ 1 unabhängig von 
Veränderungen des Blutdrucks (Mauer et al. 2009). Diese Daten legen nahe, dass 
Medikamente, die auf das RAAS abzielen, besonders für eine Risikoreduktion des Auftretens 
der DR geeignet sein könnten. 
Weitere Maßnahmen wären vermeidbare Risikofaktoren einzuschränken, beispielsweise 
durch Vorbeugung einer Dyslipidämie und von Übergewicht sowie Einstellen des Tabak-
rauchens (Cheung und Wong 2007; Chowdhury et al. 2002; Schram et al. 2003). 
1.1.5 Therapie 
Obwohl die Ursachen und Pathologie der DR über 50 Jahre untersucht wurden, gibt es immer 
noch wenige therapeutische Optionen. Es gab wichtige Fortschritte in der Entwicklung neuer 
therapeutischer Targets, doch die Notwendigkeit weiterer Forschung über die Grundlagen der 
Erkrankung bleibt weiterhin bestehen (Stitt et al. 2016). 
Nachfolgend werden die bis dato vorhandenen Therapiemöglichkeiten der DR kurz vorgestellt. 
Therapie der ersten Wahl für das diabetische Makulaödem und die proliferative DR wurde im 
letzten Jahrzehnt die intravitreale Applikation von anti-VEGF-Medikamenten (Wang und Lo 
2018). Die Medikamentengabe in den Glaskörperraum erreicht hohe lokale Wirkspiegel bei 
geringen systemischen Nebeneffekten (Nentwich und Ulbig 2010). Durch deren kurze 
Halbwertszeit müssen monatliche bzw. halbmonatliche Injektionen vorgenommen werden. 
Weitere Limitationen sind die finanziellen Kosten und schlechte Patientencompliance (Wang 
und Lo 2018). Durch die neuroprotektive Funktion von VEGF in der Retina muss der Einsatz 
von hochdosierten anti-VEGF-Medikamenten sorgfältig abgewogen werden (Kurihara et al. 
2012).  
Weiterhin spielt die Laserphotokoagulation eine wichtige Rolle als zusätzliche Therapie. Durch 
diese Methode kann peripheres Netzhautgewebe zerstört werden, sodass die verbliebenen 
zentralen Netzhautbereiche besser mit Nährstoffen und Sauerstoff versorgt werden. Die fokale 
Lasertherapie reduzierte deutlich die Frequenz der anti-VEGF-Injektionen. Die Optimierung 
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der derzeitigen Behandlung der DR bzgl. der Anzahl intravitrealer Injektionen, Dosierung und 
Dauer sowie die Strategien der Kombinationstherapie ist von großer Bedeutung, um die 
Lebensqualität von Patienten mit DR zu erhöhen. Um unerwünschte Nebenwirkungen zu 
beseitigen, sowie die Sicherheit und Effektivität der Laserkoagulation zu erhöhen, sind 
derzeitig neue Lasermethoden in der Entwicklung (Wang und Lo 2018). 
Weiterhin zeigten intravitreale Kortikosteroide einen klinischen Nutzen in der Behandlung des 
diabetischen Makulaödems oder bei Patienten, bei denen die Anti-VEGF-Therapie nicht wirkt. 
Besonders die kontinuierliche Freisetzung der Kortikosteroide ist mit einer geringeren 
Frequenz von intraokulären Injektionen, geringeren Kosten und einer besseren 
Patientencompliance assoziiert. Wegen der hohen Inzidenz an Nebenwirkungen stellen 
Kortikosteroide jedoch nur ein Mittel zweiter Wahl dar (Wang und Lo 2018). 
Weitere anti-angiogene Medikamente sind in der Entwicklung. Eine klinische Untersuchung 
mit Squalamin zeigte gute Effekte bei Patienten mit Makulaödem durch Inhibierung von VEGF, 
platelet-derived growth factor (PDGF) und basic fibroblast growth factor (bFGF) (Wroblewski 
und Hu 2016). 
Außerdem existieren verschiedene weitere therapeutische Wirkstoffe, die sich derzeit unter 
klinischer Testung befinden. Weiterführende Untersuchungen sind notwendig, um ein 
besseres Verständnis der Pathogenese der DR zu gewinnen und somit die Medikamenten-
Entwicklung voran zu treiben.  
1.2 Das retinale Pigmentepithel (RPE) 
Anatomisch besteht das Auge aus der Hornhaut (Cornea), der Regenbogenhaut (Iris), der 
Bindehaut (Konjunktiva), der Lederhaut (Sklera), der Linse, dem Glaskörper, der Aderhaut 
(Choroidea) und der Netzhaut (Retina). Letztere besteht aus zehn verschiedenen Schichten. 
Das retinale Pigmentepithel (RPE) ist die äußerste dieser Schichten und über apikale 
Zellfortsätze mit den Fotorezeptoren verbunden (Strauss 1995). Die Netzhaut wandelt das 
einfallende Licht in Nervenimpulse um und leitet diese an den Sehnerv und den Sehkortex 
weiter (Kolb et al. 1995).  
Das RPE ist einschichtig und besteht aus hexagonalen, pigmentierten Zellen, die über tight 
junctions miteinander verbunden sind. Damit bildet das RPE die äußere Blut-Retina-Schranke 
(Willermain et al. 2018). Basal wird das RPE durch die Bruchmembran von der Choroidea 
abgegrenzt (Willermain et al. 2014). 
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Die vielfältigen Funktionen des RPE sollen im Folgenden dargestellt werden und sind 
schematisch in Abb. 3 zusammengefasst. Eine wichtige Funktion des RPE ist die Absorption 
von Licht, wodurch Streulicht reduziert und Energie absorbiert wird (Strauss 2009). An der 
retinalen Seite wird das RPE einer starken photooxidativen Energie und an der Blutseite einem 
Überangebot an Sauerstoff ausgesetzt. Photooxidation führt zu Schäden der Außensegmente 
der Fotorezeptoren, weshalb diese immer wieder erneuert werden müssen. Diese 
abgeschilferten Außensegmente werden vom RPE phagozytiert und abgebaut, wodurch 
zusätzlich freie Radikale entstehen (Strauss 1995). Das Melanin der RPE-Zellen spielt eine 
wichtige Rolle als Radikalfänger und schützt somit effizient die Retina vor Schädigungen durch 
freie Radikale (Beatty et al. 1999; Beatty et al. 2000; Winkler et al. 1999). Weiteren Schutz 
bieten nicht-enzymatische und enzymatische Antioxidantien sowie die Fähigkeit der Zellen, 
geschädigte Proteine und DNA zu reparieren (Strauss 1995).  
 
Als weitere Funktion ist die Barrierefunktion zu nennen, wodurch eine effiziente Isolation der 
inneren Retina von systemischen Einflüssen über die chorioidale Seite erreicht wird. Dies ist 
wichtig für die Immunität des Auges und für einen hochselektiven Transport zwischen Blut und 
subretinalem Raum. Daraus ergibt sich eine weitere wichtige Funktion, nämlich die eines 
transzellulär transportierenden Epithels. Auf dem Weg vom Blut zur Retina erfolgt die 
Bereitstellung von Nährstoffen für die Retina, wie Glukose für den Energie-Metabolismus, 
Retinal für den Sehzyklus sowie Vitamine und Fettsäuren für Phospholipidmembranen. Um 
Abb. 3: Schematische Darstellung der Funktionen des RPE: Lichtabsorption, 
transepithelialer Transport von Nährstoffen und Ionen, Ionenhomöostase, Substrat-
Reisomerisierung für den Sehvorgang, Phagozytose der Außensegmente von 
Fotorezeptoren, Sekretion von Signalmolekülen; PEDF: Pigmentepithel-assoziierter 
Faktor, VEGF: Vaskulärer Endothelialer Wachstumsfaktor (Strauss 2005) 
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Wasser, Ionen und metabolische Endprodukte von der retinalen Seite zu eliminieren, wird über 
das RPE ein Transport in Richtung Blut gewährleistet. Fotorezeptoren, Neurone und Gliazellen 
haben eine hohe metabolische turn-over-Rate, die zur Produktion von metabolischem Wasser 
führt, das in der Retina akkumuliert. Außerdem führt intraokulärer Druck zu einer 
Wasserbewegung vom vorderen Abschnitt des Auges bis zur Retina, wo das Wasser 
akkumuliert. Das Wasser wird durch das RPE durch aktiven Transport in das Blut geleitet. Es 
kann durch die tight junctions des Epithels nicht parazellulär, sondern ausschließlich durch die 
Zellen transportiert werden. Dies geschieht über die Aquaporine des RPE, die basolateral und 
apikal vorkommen. Hauptantrieb ist hierbei die Na+/K+-ATPase (Strauss 1995). 
Zusätzlich resultiert ein großer Teil der metabolischen Aktivität aus Laktat. Dessen Transport 
benötigt eine effiziente pH-Regulation und eine Adaptation des Volumentransports. Dabei 
spielt der HCO3/Cl--Austauscher an der basolateralen Membran eine wichtige Rolle, den man 
sich bei der Behandlung des Makulaödems zu Nutze macht (Strauss 1995). Carboanhydrase-
Inhibitoren erhöhen die Geschwindigkeit der Volumenresorption durch das RPE (Linsenmeier 
und Padnick-Silver 2000; Marmor 1990). Der Transport von Osmolyten durch das RPE vom 
subretinalen Raum zur Blutseite baut eine osmotische Antriebskraft für das Wasser über dem 
RPE auf (Strauss 1995). 
Eine andere Funktion des RPE ist die Kontrolle der Ionenhomoöstase im subretinalen Raum, 
die für die Signaltransduktion der visuellen Information notwendig ist. Der normale 
transepitheliale Ionentransport arbeitet langsam, weshalb schnellere Kompensations-
mechanismen vorhanden sein müssen, die plötzlich auftretende Änderungen abfangen 
können (Strauss 1995). Dabei sind vor allem die Kompensation der Kaliumkonzentration und 
die Regulation des Volumens des Extrazellularraums wichtig, wodurch das Membranpotenzial 
der Fotorezeptoren konstant gehalten wird (Willermain et al. 2014). 
Für das Sehen und den Retinalzyklus spielt das RPE eine entscheidende Rolle, weil es das 
von den Fotorezeptoren freigegebene all-trans-Retinal zu 11-cis-Retinal reisomerisiert, 
welches dann an die Fotorezeptoren weitergeleitet wird. An cytosolic retinal binding protein 
(CRALBP) gebundenes 11-cis-Retinal wird zurück zu den Fotorezeptoren transportiert und 
steht zum Aufbau der lichtabsorbierenden Fotopigmente wieder zur Verfügung (Strauss 1995). 
Weiterhin ist das RPE auch als sekretorisches Gewebe bekannt. Es sezerniert Signalmoleküle 
wie ATP und fas-ligand und Wachstumsfaktoren wie Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), 
transformierende Wachstumsfaktoren (TGF), VEGF und Pigment Epithelium-derived Factor 
(PEDF), um nur einige zu nennen. Um die Immunität des Auges zu gewährleisten, bildet das 
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RPE eine Barriere, die den inneren Raum des Auges vom Blutstrom trennt. Außerdem kann 
das RPE mit Zellen des Immunsystems interagieren (Strauss 1995). Für die Aktivierung des 
Immunsystems kann es immunmodulierende Faktoren wie Interleukin (IL)-8, Komplement-
faktor H (CFH) oder Monozyten-chemotaktisches Protein-1 (MCP-1)  sezernieren (Austin et 
al. 2009; Kim et al. 2009; Relvas et al. 2009). 
1.3 Epithel-Veränderungen durch hyperosmolaren Stress im Rahmen 
der DR 
Unter physiologischen Bedingungen ist die Retina von einer inneren und äußeren Blut-Retina-
Schranke geschützt. Bei der DR kann diese jedoch rupturieren und somit durch erhöhte lokale 
extrazelluläre Osmolarität zu hyperosmolaren Stress im RPE führen (Atchison und Barkmeier 
2016; Prager et al. 2016; Willermain et al. 2018). Viele Studien zeigten, dass RPE-Zellen eine 
entscheidende Rolle bei der Pathogenese der DR spielen (Villarroel et al. 2009a, 2009b; Yuan 
et al. 2009) 
Reaktionen von Zellen auf hyperosmolaren Stress wurden umfangreich in Zellen des 
Nierenmarks untersucht. Jedoch bleiben die Reaktionen des RPE auf hyperosmolaren Stress 
bisher noch wenig verstanden, da es bisher nur wenige Studien darüber gibt (Willermain et al. 
2014). Die Plasmaosmolarität hängt von den Glukose-, Lipid- und Ionenspiegeln ab. Dabei ist 
der Plasmasalzspiegel der relevanteste Faktor (Bringmann et al. 2016).  
Zellen, die hyperosmolarem Stress ausgesetzt sind, schrumpfen zunächst. Darauf folgt eine 
regulatorische Volumenerhöhung als osmoadaptive Antwort, um das Volumen 
wiederherzustellen (Hoffmann et al. 2009; Willermain et al. 2018). Diese regulatorische 
Volumenerhöhung kann in eine frühe und eine späte Phase eingeteilt werden. Zunächst 
werden Na+/K+/2Cl--Cotransporter und Na+/H+-Austauscher aktiviert und später kommt es zur 
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT5 (Burg et al. 2007; Hoffmann et al. 2009).  
Über Transporter werden anorganische Ionen in die Zellen gebracht, wodurch osmotisch 
Wasser in die Zellen gelangt und das Zellvolumen wiederhergestellt wird (Ferraris und Burg 
2007). Hyperosmolarer Stress führt bei RPE-Zellen zu einer erhöhten Expression der 
Wasserkanäle AQP3 und AQP5 sowie zu einer verminderten AQP4-Expression, welche am 
transzellulären Wasserfluss beteiligt sind (Hollborn et al. 2012; Hollborn 2015). Obwohl das 
Zellvolumen korrigiert wurde, blieb die intrazelluläre Ionenkonzentration erhöht. Diese hohe 
Ionenkonzentration stört die Struktur und Funktion von zellulären Makromolekülen (Yancey et 
al. 1982). Die Zellen kompensieren dies durch Ersetzen der überschüssigen anorganischen 
Ionen gegen kompatible organische Osmolyte, die das Zellvolumen aufrechterhalten, aber die 
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Makromoleküle nicht stören (Ferraris und Burg 2007). Im RPE kommt es zu einer erhöhten 
Expression von AR, welche zu einer vermehrten Produktion und damit Akkumulation von 
Sorbitol führt. Letztere hat schädigende Effekte auf die Netzhaut und treibt die DR voran 
(Willermain et al. 2018).  
Außerdem werden durch hyperosmolaren Stress einige elektrische Eigenschaften der Zellen 
verändert, wie die Veränderung des transepithelialen Widerstands (Orgül et al. 1993) und 
verschiedener Potenziale der Netzhaut (Mukoh et al. 1985; Shirao und Steinberg 1987). 
Auffällig ist zudem die Veränderung der Expression von Genen, die in der Regulation der 
Zellproliferation involviert sind. Hyperosmolarer Stress verändert die RPE-Zellzahl, die 
Proliferation und die Zellzyklusphasen (Arsenijevic et al. 2013). Eine Erhöhung der Expression 
der Lysyloxidase ist die Folge (Omori et al. 2002). Dieses Enzym kontrolliert die Reifung von 
Kollagen und Elastin in der Extrazellulären Matrix. Es wird angenommen, dass es in der 
Pathogenese der proliferativen Retinopathie eine Rolle spielt (Willermain et al. 2018).  
 
Durch hohe Salzspiegel wird die Expression angiogener Wachstumsfaktoren in den RPE-
Zellen induziert, was zu chorioidalen Neovaskularisationen (CNV) führen kann. Über die 
Aktivierung des p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen (p38-MAPK)-Wegs werden die Gene für 
VEGF, bFGF, Plazentawachstumsfaktor (PlGF) und heparin-binding epidermal growth factor-
like growth factor (HB-EGF) verstärkt exprimiert (Bringmann et al. 2016). Außerdem werden 
vermehrt IL1β und IL18 freigesetzt (Willermain et al. 2018). 
Weitere Folgen von hyperosmolarem Stress können Zellzyklusarrest, DNA-Schäden, 
Apoptose, mitochondriale Depolarisation, Veränderung von Transkriptions- und Translations-
vorgängen, oxidativer Stress, Zytoskelett-Umordnung und Anpassung von Stressproteinen 
sein (Burg et al. 2007). 
Der erhöhte osmotische Druck in der Retina kann schließlich zur Wasserakkumulation, 
exsudativen Netzhautablösung und Ödementwicklung führen, wodurch das Sehen 
beeinträchtigt wird (Willermain et al. 2018). 
1.4 Rolle des Transkriptionsfaktors NFAT5 
Der Transkriptionsfaktor nuclear factor of activated T cell 5 (NFAT5) gehört zur Rel-
Proteinfamilie und wurde unabhängig von 3 Arbeitsgruppen 1999 erstmals beschrieben und 
von diesen als tonicity-responsive enhancer binding protein (TonEBP), osmotic response 
element binding protein (OREBP) oder NFAT5 bezeichnet (Aramburu et al. 2006; Ko et al. 
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2000; López-Rodríguez et al. 2001; Miyakawa et al. 1999). In Säugetieren wurden die 
Untersuchungen der Funktion von NFAT5 zunächst am Nierenmark durchgeführt, da diese 
Zellen physiologischerweise hohen interstitiellen Osmolalitäten ausgesetzt sind (Neuhofer und 
Beck 2005). Es wurde herausgefunden, dass NFAT5 für die Regulation der Expression 
osmoprotektiver Gene eine Rolle spielt. NFAT5 hat dafür eine lange hypertonizitäts-
reagierende Transaktivierungsdomäne in seiner C-terminalen Region (Aramburu et al. 2006).  
Die Zielgene von NFAT5 enthalten hochkonservierte Sequenzen innerhalb ihrer 
Regulatorregion, die TonE (tonicity responsive enhancer) oder ORE (osmotic response 
elements) genannt werden, an denen NFAT5 in der 5‘ Region bindet und deren Transkription 
reguliert (Ferraris et al. 1994; Jeon et al. 2006; Ko et al. 1997).  
Unter hypertonen Bedingungen spielen verschiedene Mechanismen eine Rolle, die zur 
Aktivierung von NFAT5 beitragen. Dazu gehört, dass die N-terminale Transaktivierungs-
domäne den intrazellulären Anstieg der Ionenkonzentration erkennt, die Aktivierung 
verschiedener Kinasen und deren Phosphorylierung verschiedener Proteine, die nukleäre 
Translokation, die Bildung eines Homodimers und eine gesteigerte Transkription des NFAT5-
Gens mit dementsprechend erhöhter NFAT5-Synthese (Aramburu et al. 2006). Die Expression 
von NFAT5 steht in direktem Zusammenhang zur Höhe der extrazellulären Osmolarität: hohe 
Osmolarität erhöht die Gen- und Proteinexpression von NFAT5 und umgekehrt (Hollborn et al. 
2015). 
Die subzelluläre Lokalisation von NFAT5 ist tonizitätsabhängig. Steigt die Osmolarität auf 450 
bis 500 mOsm/kg an, befindet sich der größte Teil im Zellkern (Ko et al. 2000; López-Rodríguez 
et al. 2001; Miyakawa et al. 1999; Tong et al. 2006). Für die Transkription ist es notwendig, 
dass sich NFAT5 im Kern befindet. Aufgrund seiner Größe (>50 kDa) werden für einen aktiven 
Transport Importine bzw. für das Verlassen des Nukleus Exportine benötigt (Cyert 2001).  
Zu den NFAT5-regulierten Genen gehören Transporter und Enzyme, die die intrazelluläre 
Akkumulation von kleinen organischen Osmolyten vermitteln, wie der Taurin-Transporter, 
Betain/Gamma-Aminobuttersäure (GABA)-Transporter, myo-Inositol-Transporter, die Aldose-
reduktase sowie Glycerophosphocholin. Die Aktivität dieser Transporter und Enzyme führt zu 
einer Erhöhung der intrazellulären Osmolarität und beugt so Zellschrumpfung und Apoptose 
vor (Küper et al. 2007; Willermain et al. 2014). 
Hypertonizität stimuliert die Sekretion von pro-inflammatorischen Zytokinen in Immun- und 
epithelialen Zellen (Neuhofer 2010). Es ist gut denkbar, dass NFAT5 eine ursächliche Rolle in 
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Entzündungsprozessen spielt, da das Tumornekrosefaktor (TNF)-α-Gen auch ein Zielgen von 
NFAT5 ist und die Gene für die Zytokine IL-1, IL-6 und IL-18 Bindungsstellen für NFAT5 in 
deren Promotorregionen enthalten (Neuhofer 2010). 
NFAT5 spielt nicht nur in Zellen des Nierenmarks eine Rolle, sondern er wird in nahezu allen 
Geweben exprimiert (Neuhofer 2010). So wurde unlängst gezeigt, dass die retinale Expression 
von NFAT5 bei experimenteller DR in Mäusen erhöht ist (Park et al. 2014). In Retinas von 
diabetischen Mäusen und in RPE-Zellen, die mit viel Glukose stimuliert wurden, induzierte die 
NFAT5-Aktivität vor allem die Expression von AR und einem pro-apoptotischen Protein Bax, 
während die Expression von anti-apoptotischem Protein Bcl-2 vermindert wurde (Bringmann 
et al. 2016; Park et al. 2014). Daraus ergibt sich, dass die NFAT5-Aktivität zur retinalen 
Degeneration unter hyperglykämischen Bedingungen beiträgt (Park et al. 2014).  
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2 AUFGABENSTELLUNG 
Hyperglykämie, die zu einer intrazellulären Sorbitol-Akkumulation führt, wird als haupt-
sächlicher Pathomechanismus der DR angesehen (Asnaghi et al. 2003; Cheung et al. 2005; 
Hammes 2003). Systemischer Bluthochdruck ist der wichtigste sekundäre Risikofaktor der DR 
(Kamoi et al. 2013; Klein et al. 1998). Die zell- und blutgefäßschädigenden Wirkungen von 
hohem extrazellulärem NaCl sind die wichtigsten Ursachen für akuten Bluthochdruck (He et 
al. 2005).  
Dieser Arbeit liegt die Hypothese zugrunde, dass eine Erhöhung des Salzgehaltes der 
Extrazellulärflüssigkeit die Pathogenese der DR über eine Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NFAT5 fördert. Es wurde bereits gezeigt, dass hohes extrazelluläres 
NaCl die AR-Expression in RPE-Zellen induziert (Lin et al. 1993; Sato et al. 1993).  
Diese Arbeit soll folgende Fragen beantworten: 
• Regulieren weitere pathogene Faktoren wie Sucrose-induzierte extrazelluläre 
Hyperosmolarität, Hypoxie und oxidativer Stress die Gen- und Proteinexpression von 
AR und SDH in kultivierten RPE-Zellen? 
• Welche intra- und extrazellulären Signaltransduktionswege und welche 
Transkriptionsfaktoren vermitteln die Expression des AR- und SDH-Gens in kultivierten 
humanen RPE-Zellen in Reaktion auf eine Erhöhung der extrazellulären NaCl-
Konzentration bzw. unter chemischer Hypoxie? 
• Beeinflusst die Aktivität der AR die Vitalität und Proliferation von RPE-Zellen?  
• Wird die durch hohes extrazelluläres NaCl ausgelöste Verringerung der Überlebens- 
und Proliferationsraten von RPE-Zellen durch die Aktivität von NFAT5 vermittelt?  
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3 MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Materialien 
3.1.1 Chemikalien 
Tab. 2: Chemikalien 
Chemikalien Hersteller 
0,2 n Phosphatpuffer  Zentralapotheke der Universität Leipzig, Deutschland 
AA/BAA (30 %) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Advanced Protein Assay Reagent  Cytoskeleton, Denver, USA 
Agarose  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe, Deutschland 
AP-Puffer (pH 9,5)  Eigenherstellung 
BCIP  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Borsäure  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Bromphenolblau  BioRad, Hercules CA, USA 
CoCl2  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
DMSO  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
DNA-Längenstandard 100bp 
gene ruler  
Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
DNAse I, RNAse free Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
DNAse Puffer Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
dNTPs  Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
EDTA  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol  J.T.Baker, Deventer, Holland 
Ethidiumbromid  BioRad, Hercules CA, USA 
F-10 Medium mit FKS 10 %  Invitrogen, Praisley, UK 
GlutaMAXTM  Invitrogen, Carlsbad CA, USA 
Glycerin  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland 
HCl  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
HiPerfect Reagenz  Qiagen, Hilden, Deutschland 
Laemmli Sample Buffer  Eigenherstellung 
Loading Dye Solution  Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Magermilchpulver  ICN Biomedicals Inc., Aurora, OH, USA 
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Mercaptoethanol  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Methanol (80 %)  Eigenherstellung 
MgCl2 x 6 H2O  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NaCl  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NBT  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NP-40  Pierce, Rockford, USA 
Oligo-(dT)18 Primer  Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
PBS pH 7,2  Invitrogen, Paisley, UK 
Penicillin/Streptomycin (10.000 
U/ml)  
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 
PMSF  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Phosphatase-Inhibitor-Gemisch  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Probenbeladungspuffer  Fermentas, St-Leon-Rot, Deutschland 
Protease-Inhibitor-Gemisch  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Protein Assay Standard II  BioRad, Hercules CA, USA 
Reaktionspuffer (5x) cDNA 
Synthese  
Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
reverse Transkriptase (Revert 
AID RT)  
Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
RNA freies H2O  Eigenherstellung 
RNAse Inhibitor (Ribolock)  Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
Sammelgelpuffer  Eigenherstellung 
SDS  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
SDS (10 %)  Eigenherstellung 
SYBR-Green Supermix  BioRad, Hercules CA, USA 
TBE Puffer  Eigenherstellung 
TBS-T Puffer  Eigenherstellung 
TEMED  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Transferpuffer pH 8,5  Eigenherstellung 
Trenngelpuffer  Eigenherstellung 
TRIS  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypanblau  Sigma, Deisenhofen, Deutschland 
Trypsin 0,05 %  Invitrogen, Carlsbad CA, USA 
Tween 20  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland 
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3.1.2 Geräte und sonstige Materialien 
Tab. 3: Geräte und Materialien 
Geräte/Materialien Hersteller 
6-, 12- und 96-Well-Mikrotiterplatte Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
96-Well-PCR-Mikrotiterplatte  BioRad, München, Deutschland 
Abdeckfolie Viewseal  Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Blotting Papier  Schleicher & Schüll, Dassel, Deutschland 
Bluecap (15, 50 ml)  Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Cellular DNAFragmentation ELISA  
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
ELISA-Reader (Photometer), Spectra Max 250 Molecular Devices GmbH, Deutschland 
Erlenmeyerkolben (50 ml, 250 ml)  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Fluor-S™ MultiImager  BioRad, München, Deutschland 
Gelkammer (SDS Page)  BioRad, München, Deutschland 
Gelkammer Sub-Cell, GT (Agarose)  BioRad, München, Deutschland 
Gelkammer Trans-Blot Cell (WB)  BioRad, München, Deutschland 
Inkubator STERI-CULT 200  FORMA Scientific, Ohio, USA 
iQTM5 Optical System  BioRad, München, Deutschland 
Mikroskop Axiovert 25  Carl Zeiss Jena GmbH, Jena, Deutschland 
Mini-PROTEAN®  BioRad, München, Deutschland 
MyIQ, Real-Time PCR BioRad, München, Deutschland 
Neubauer Zählkammer  BLAUBRAND, Wertheim, Deutschland 
Peltier-Thermal Cycler, PTC-200 
Biozym Diagnostik, Oldendorf, 
Deutschland 
Pipette (10 μl, 20 μl, 100 μl, 200 μl, 1000 μl)  
Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, 
Deutschland 
Pipettenspitzen Gilson  Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Power PAC 1000  BioRad, München, Deutschland 
PVDF-Membran, Millipore Immobilon P  Roth, Karlsruhe, Deutschland 
QBTM Thermoblock Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Reaktionsgefäß (0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml)  Sarstedt, Nürnbrecht, Deutschland 
Sicherheitswerkbank Klasse II Zapf, Sarstedt, Deutschland 
Spectrophotometer NanoDrop 1000  PeqLab, Erlangen, Deutschland 
Taumler Polymax 1040T  Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System  BioRad, München, Deutschland 
Vortex: REAX 2000  Heidolph, Heidelberg, Deutschland 
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Waage BP 2100 SARTORIUS AG, Göttingen, Deutschland 
Zellkulturflasche (250 ml)  Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Zentrifuge Labnet Minizentrifuge 
Abimed Analysen-Technik, Langenfeld, 
Deutschland 
Zentrifuge Microfuge R Beckman, Krefeld, Deutschland 
3.1.3 Kits  
Tab. 4: Kits 
Kit Hersteller 
InviTrap Spin Universal RNA Mini Kit STRATEC Molecular, Berlin, Deutschland 
RNAi Human/Mouse Starter Kit QIAGEN, Hilden, Deutschland 
First Strand cDNA Synthesis-Kit  Thermo Scientific, Waltham Massachusetts, USA 
Cell Proliferation ELISA BrdU Kit  Roche, Mannheim, Deutschland 
3.1.4 Substanzen zur Zellstimulation 
Tab. 5: Pharmakologische Hemmer, Wachstumsfaktoren, siRNA 
Substanz Zielmolekül Hersteller 
1,10-
Phenanthrolin 
Breitspektrum-
Metalloproteinase 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 
A-438079 P2X7-Rezeptor Tocris (Ellisville, MO, USA) 
Ac-YVAD-CHO Caspase-1 
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, 
Deutschland) 
AG1296 
PDGF-
Rezeptortyrosinkinase 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 
AG1478 
EGF-
Rezeptortyrosinkinase 
Alexis (Grünberg, Deutschland) 
AG490 JAK-2 Calbiochem (Bad Soden, Deutschland) 
CAPE NFκB Tocris (Ellisville, MO, USA) 
EBPC AR Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 
HIF-Inhibitor HIF-1 Calbiochem (Bad Soden, Deutschland) 
IL-1-Rezeptor-
Antagonist 
IL1-Rezeptor R&D Systems (Abingdon, UK) 
LY294002 PI3K-verwandte Kinasen Calbiochem (Bad Soden, Deutschland) 
MRS2179 P2Y1-Rezeptor Tocris (Ellisville, MO, USA) 
PD173074 
FGF-
Rezeptortyrosinkinase 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 
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PD98059 ERK1/2 Calbiochem (Bad Soden, Deutschland) 
SB203580 p38-MAPK Tocris (Ellisville, MO, USA) 
SB431542 
TGF-β1 Superfamilie 
Activin-Rezeptorähnlichen 
Kinaserezeptoren 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 
sc-43968  NFAT5 
Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, 
Deutschland) 
siNon 
Nicht-zielgerichtete 
Kontroll-siRNA 
Qiagen (Hilden, Deutschland) 
SP600125 JNK Calbiochem (Bad Soden, Deutschland) 
Stattic STAT3 Enzo Life Science (Lörrach, Deutschland) 
SU1498 VEGF Rezeptor-2 Calbiochem (Bad Soden, Deutschland) 
Triamcinolon-
acetonid 
Glukokortikoidrezeptoren, 
Prostaglandinsynthese 
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland) 
3.1.5 Antikörper 
Tab. 6: Antikörper zum Proteinnachweis in Western Blots 
Antikörper Hersteller 
Kaninchen-anti-AR  Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland 
Maus-anti-SDH  Abcam, Cambridge, Großbritannien 
Kaninchen-anti-β-actin  Cell Signaling, Frankfurt/M., Deutschland 
Ziege-anti-Maus-IgG-AP  Cell Signaling, Frankfurt/M., Deutschland 
Ziege-anti-Kaninchen-IgG-AP  Cell Signaling, Frankfurt/M., Deutschland 
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3.1.6 Primer  
Tab. 7: Primerpaare, die für die PCR verwendet wurden. (s: sense; as: anti-sense; ACTB = 
β-Actin; AKR1B1 = Aldosereduktase; SORD = Sorbitoldehydrogenase) 
Gen  
(Accession Number) 
Primer Sequenzen (5’→3’) 
Produkt 
(bp) 
ACTB 
(NM_001101) 
s:   ATGGCCACGGCTGCTTCCAGC  
as: CATGGTGGTGCCGCCAGACAG 
237 
AKR1B1 
(NM_001628.2) 
s:   CCCATGTGTACCAGAATGAGAAT 
as: AGGTAGAGGTCCAGGTAGTCCAG 
190 
SORD 
(NM_003104.4) 
s:   ATTGTCCAAAGCCAAGGAGAT 
as: AGTAGGGGTACGGTGGTCATC 
228  
NFAT5 
(NM_006599.3) 
s:   TCACCATCATCTTCCCACCT 
as: CTGCAATAGTGCATCGCTGT 
174 
3.2 Zellbiologische Methoden 
Für die nachfolgenden Versuche mit humanen retinalen Pigmentepithelzellen liegt eine 
Genehmigung durch die Ethikkommission der Universität Leipzig vor, die den Richtlinien der 
Deklaration von Helsinki entspricht (Teilprojekt 067/14ff). Es wurden RPE-Zellen der Passagen 
3-5 verwendet, die von verschiedenen Spendern der Corneabank in Halle stammen. Für die 
Isolation der Zellen wurde in der Sicherheitswerkbank Klasse II gearbeitet.  
3.2.1 Zellkultivierung 
Die Augen von Cornea-Spendern ohne ausgewiesene Augenerkrankungen kamen innerhalb 
von 48 h post mortem im Labor an. Zunächst wurden Glaskörper und Retina entfernt, bevor 
die RPE-Zellen mechanisch isoliert werden konnten. Die Zellverbände wurden durch eine 
Inkubation mit 0,05 % Trypsin und 0,02 % EDTA für 5 min im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 
und einer Luftfeuchte von 90 % separiert, die Enzymreaktion durch Zugabe von F-10-Medium 
mit 10 % FKS, GlutaMAX II und Penicillin/Streptomycin gestoppt und alles bei 1500 U/min für 
5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zweimal mit Puffer (PBS, pH 7,4) gewaschen und 
anschließend in 15 ml Medium suspendiert, in Zellkulturflaschen überführt und im Inkubator 
kultiviert. Beim Erreichen einer Konfluenz von 90 bis 100 % wurden die Zellen für die 
Experimente eingesetzt. Dafür wurde das Medium abgesaugt, die adhärenten Zellen zweimal 
mit PBS gewaschen und 3 ml Trypsin/EDTA-Lösung dazugegeben. Damit die Zellen nicht 
irreversibel geschädigt werden, musste darauf geachtet werden, dass die Expositionszeit im 
  MATERIAL UND METHODEN 
22 
Brutschrank von 3 bis max. 5 Minuten nicht überschritten wurde. Nachdem die Zellen unter 
dem Mikroskop auf ihre freie Beweglichkeit kontrolliert wurden, konnten ggf. noch adhärente 
Zellen durch vorsichtiges Klopfen vom Boden abgelöst werden. Nach Abstoppen der 
Enzymreaktion wurde die Zellsuspension in ein 50 ml-Röhrchen überführt und alles für 5 min 
bei 1500 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen in 2 ml 
Medium suspendiert. Zur Ermittlung der Zellzahl wurden 20 µl 0,05 % Trypanblau und 20 μl 
Zellsuspension gemischt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauer-
Zählkammer. Anhand der folgenden Formel wurde die Zellzahl/ml errechnet: 
Z x 2 x 104 = Zellzahl/ml 
Z: durchschnittliche Anzahl der Zellen in einem großen Quadrat 
2:  Verdünnungsfaktor durch Zugabe von Trypanblau 
104: Umrechnung von 1 mm2 auf 1 ml 
 
Für die Versuche wurden die Zellen in 6-Well-, 12-Well-Platten bzw. in 96-Well-Platten 
eingesät und bis zu einer Konfluenz von ca. 95 % kultiviert. Die Zellen wurden für die 
entsprechenden Versuche mit pharmakologischen Hemmstoffen (Tab. 5) für 30 min prä-
inkubiert. Hyperglykämie wurde durch Hinzugabe von 25 mM Glukose induziert. 
Hyperosmolare Bedingungen wurden durch Zugabe 100 mM NaCl oder 200 mM Sucrose-
erreicht. Chemische Hypoxie wurde durch Hinzugabe von CoCl2 (150 μM) und oxidativer 
Stress durch H2O2 (20 μM) induziert. 
3.2.2 Vitalitätsbestimmung mittels Trypanblau-Methode 
Um zu überprüfen, ob die Substanzen die Lebensfähigkeit der Zellen beeinflussen, wurde eine 
Vitalitätsbestimmung mittels Trypanblau-Methode durchgeführt. Intakte Zellen nehmen diesen 
Perforationsfarbstoff nicht auf, da er nur durch eine geschädigte Zellmembran in die Zelle 
gelangt. Bei toten Zellen dringt das Trypanblau somit in die Zelle und es kommt zu einer 
bläulichen Verfärbung von Zytoplasma und Zellkern. RPE-Zellen wurden in einer Dichte von 
5x105 Zellen/2 ml in 6-Well-Platten eingesät und kultiviert. Bei einer Konfluenz von ca. 90 % 
wurde das Medium mit FKS entfernt, die Zellen mehrmals gewaschen und für 5 Stunden mit 
Medium ohne FKS zur Synchronisation der Kultur, inkubiert. Danach erfolgte eine 24-stündige 
Stimulation der Zellen in hyper- bzw. iso-osmolaren Medium sowie in Anwesenheit von CoCl2. 
Die Kontrolle blieb unbehandelt. Nach dem Entfernen der Überstände wurden die Zellen mit 
800 µl PBS gewaschen. Anschließend wurden in jedes Well 200 µl Trypsin pipettiert und die 
Zellen für 5 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Um die Reaktion abzustoppen, wurde 
400 µl Medium mit FKS hinzugegeben. Die Kulturüberstände und die Zell-Suspensionen 
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wurden in 15 ml Zentrifugenröhrchen überführt. Die Wells wurden mit ca. 200 µl Medium 
gespült und die Suspension ebenfalls in die entsprechenden Röhrchen gegeben, alles bei 
1500 U/min für 5 min zentrifugiert. Die Überstände wurden im nächsten Schritt abgesaugt und 
die Zellen anschließend mit 50 µl Medium resuspendiert und mit Trypanblau im Verhältnis 1:1 
gemischt. Es folgte die Zählung mittels Neubauerkammer (s. oben). Um aussagekräftige 
Ergebnisse zur Vitalität der Zellen zu erhalten, wurde der Anteil lebender Zellen auf die 
Gesamtzellzahl bezogen. 
3.2.3 Bestimmung der Proliferationsraten 
Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin bzw. 
Desoxyuridin, das während der S-Phase des Zellzyklus in die DNA der Zelle eingebaut wird 
und so zur Bestimmung von proliferierenden Zellen genutzt werden kann (Wellesley College 
Biology Department 2008). Für die Versuche wurde das Kit Cell Proliferation ELISA, BrdU 
(colometric) verwendet. 
Dafür wurden 3x10³ Zellen pro Well in 100 μl F-10 mit 10 % FKS in eine 96-Wellplatte eingesät 
und kultiviert bis eine 80-90%ige Konfluenz erreicht wurde. Dann wurde das Medium gegen 
100 μl F-10 ohne FKS ausgetauscht und über Nacht im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 
95 % Luftfeuchtigkeit synchronisiert. Schließlich wurde das Medium abgesaugt und die Zellen 
mit den Testsubstanzen versetzt. Für die unbehandelten Kontrollen wurde 100 μl F-10 Medium 
und 0,5 % FKS in je 6 Wells gegeben. Nach 20 Stunden Stimulationszeit wurden in jedes Well 
10 μl BrdU-Lösung (10 mM) gegeben und alles für weitere 4 Stunden bei 37 °C inkubiert. In 
diesem Schritt erfolgte der Einbau des BrdU in die DNA-Stränge. Nach Absaugen des 
Mediums wurde zur DNA-Denaturierung 100 μl Fix-Denat Lösung pro Well für 45 min bei 
Raumtemperatur (RT) dazugegeben. Die Fix-Denat-Lösung wurde wieder entfernt. Der 
Peroxidase-gekoppelte Anti-BrdU-AK wurde im Verhältnis 1:200 in Medium A (5 ml 
Penicillin/Streptomycin + 50 ml FKS + 5 ml HEPES Puffer gelöst in 500 ml HBSS-Puffer) 
verdünnt. Danach wurden 50 μl Anti-BrdU-POD-Lösung in jedes Well pipettiert und für 3 
Stunden bei RT inkubiert. Nach dem Entfernen der Lösung wurde jedes Well der Kulturplatte 
mit 200-300 μl PBS je dreimal gewaschen. Nach Hinzugabe von 100 μl Substratlösung TMB 
(Tetramethylbenzidin) pro Well und Inkubation für 30 min bei RT, kam es zu einem blauen 
Farbumschlag. Zum Stoppen der Enzymreaktion wurde 25 μl 1M H2SO4 hinzupipettiert. Nach 
Durchmischen der Lösung für 1 min auf dem Taumler (Polymax 1040T), konnte die 
photometrische Absorptionsmessung bei 450 nm im ELISA-Reader stattfinden. Dabei 
korreliert die Extinktion mit der Menge neu synthetisierter DNA und der Anzahl an 
proliferierenden Zellen in der Kultur.  
  MATERIAL UND METHODEN 
24 
3.3 Molekularbiologische Methoden 
3.3.1 RNA-Präparation und DNAse-Behandlung 
Zunächst wurden die Arbeitsfläche und benötigte Geräte mit einer RNase away-Lösung 
besprüht und anschließend mit Papiertüchern getrocknet, um eine Beseitigung von RNasen 
zu gewährleisten. Die RNA-Präparation erfolgte mit Hilfe des InviTrap Spin Universal RNA Mini 
Kit.  
Von den stimulierten RPE-Zellen wurde der Kulturüberstand entfernt und für weitere 
Experimente bei -80 °C gelagert. Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS gewaschen und mit 
350 µl Lysepuffer lysiert. Die Zell-Lysate wurden zunächst in DNA-Binding Spin Filter überführt. 
Die Proben blieben 1 min bei RT stehen und wurden anschließend 2 min bei 11.000 U/min 
zentrifugiert und es wurde mit dem RNA-enthaltenden Durchlauf weitergearbeitet. Die Filter 
wurden entsorgt. Den Proben wurden mit 250 µl 70%igen Ethanol gut vermischt und auf RNA-
RTA Spin Filter, die sich in frischen Tubes befanden, gegeben. Anschließend wurden die 
Proben für 1 min bei RT inkubiert und für 1 min bei 11.000 U/min zentrifugiert. Der Durchfluss 
wurde verworfen und im nächsten Schritt 600 µl Waschpuffer R1 auf jeden Filter gegeben. 
Nach erneuter einminütiger Zentrifugation wurde der Durchfluss verworfen und die Filter in 
neue Tubes gesetzt.  
Um noch vorhandene chromosomale DNA zu entfernen, wurde im nächsten Schritt eine 
DNAse-Behandlung ausgeführt. Dafür wurden pro Probe ein Mix (Tab. 8) auf die Filter pipettiert 
und alles für 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert: 
Tab. 8: Mix für DNAse-Behandlung 
Substanz Volumen 
DNAse 1 µl 
10x Puffer 1 µl 
RNAse-freies Wasser 8 µl 
 
Die Filter wurden zwei Mal mit Waschpuffer R2 (700 µl) gewaschen. Dann kamen die Säulchen 
in ein neues Röhrchen und wurden für 4 min erneut zentrifugiert. Der letzte Schritt bestand 
darin, die Säulchen in RNAse-freie Elution Tubes zu überführen und die RNA durch Zugabe 
von 40 µl Elutionspuffer R, 2 min Inkubation bei RT und Zentrifugation für 1 min bei 11.000 
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U/min zu eluieren. Die RNA musste sofort auf Eis gestellt werden oder wurde bei -80 °C 
eingefroren. Alle weiteren Arbeiten mit der RNA wurden auf Eis durchgeführt. 
3.3.2 RNA-Quantifizierung 
Zur Ermittlung der Konzentration der RNA in den Proben wurden deren Absorption mit dem 
Spektralfotometer NanoDrop 1000 bei 260 nm zur Bestimmung der RNA-Konzentrationen und 
bei 280 nm zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen gemessen. Zur Beurteilung der 
Reinheit der Proben, ermittelte man den Quotienten aus den beiden Extinktionen. Wenn dieser 
einen Wert zwischen 1,8 und 2,1 ergab, wurden die RNA-Proben als rein gewertet. 
3.3.3 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 
Die RNA-Proben wurden mit dem RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit in cDNA 
umgeschrieben. Dafür wurden jeweils zu 10,8 µl RNA-Probe 1 µl RNAse-freies Wasser und 
1 µl Oligo-dT-Primer hinzugefügt und alles für 5 min bei 70 °C im Thermocycler erhitzt und 
danach sofort wieder auf Eis gelagert. Für die Synthese der cDNA wurde ein Mix vorbereitet, 
der pro Probe folgende Substanzen enthielt: 
Tab. 9: Mix für cDNA-Synthese 
Substanz Volumen 
5x Puffer 4 μl 
dNTPs 2 μl 
RNase-Inhibitor 0,5 μl 
Reverse Transkriptase 0,7 μl 
 
Zu jeder Probe wurden 7,2 µl Mix pipettiert, wodurch das Gesamtvolumen für jeden cDNA-
Synthese-Ansatz 20 μl betrug. Nach vorsichtiger Durchmischung der Proben wurden diese 
erneut im Thermocycler für 60 min bei 42 °C und für 10 min bei 70 °C inkubiert. Danach wurden 
die cDNA-Proben bei -80 °C im Tiefkühlschrank gelagert oder sofort für die PCR verwendet. 
3.3.4 Real-Time Polymerase-Chain-Reaction (RT-PCR) 
Die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion ist ein molekularbiologisches Verfahren, 
das der Vervielfältigung und quantitativen Bestimmung von spezifischen DNA-Abschnitten 
dient. Grundlage ist die Aktivität einer thermostabilen DNA-Polymerase, die aus thermophilen 
Bakterien gewonnen wird. 
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Es wurde in 96-Well-Platten mit einem Gesamtvolumen von 15 µl pro Well gearbeitet. Zu 1 µl 
cDNA wurden 14 µl eines Mixes (s. unten) pipettiert, sodass das Reaktionsvolumen 15 µl 
entsprach. 
Tab. 10: Mix für RT-PCR 
Substanz Volumen 
RNAse-freies Wasser 5,9 µl  
Primer in sense-Konfiguration (10 mM) 0,3 µl  
Primer in anti-sense Konfiguration (10 mM) 0,3 µl  
SYBR Green Super Mix 7,5 µl  
 
Die Sequenzen der eingesetzten Primerpaare sind der Tab. 7 zu entnehmen.  
Die PCR startete mit einer Denaturierung und Enzymaktivierung bei 95 °C für 3 min. Danach 
schlossen sich 45 Zyklen an, die die Schritte der Denaturierung, Primer-Anlagerung und 
Elongation umfassten. Dafür wurden die Reaktionsansätze im ersten Schritt für 30 Sekunden 
zur Denaturierung der DNA-Doppelstränge auf 95 °C erhitzt, wodurch die 
Wasserstoffbrückenbindungen aufgetrennt wurden. Der nächste Schritt beinhaltete die 
Anlagerung der Primer an die jeweiligen komplementären Einzelstrangsequenzen bei einer 
Temperatur von 58 °C und dauerte 20 s. Im letzten Schritt der Elongation wurden durch die 
Aktivität der DNA-Polymerase bei einer Temperatur von 72 °C für 45 s neue DNA-Stränge 
synthetisiert und damit vervielfältigt. Während dieses Schrittes lagerte sich der 
Fluoreszenzfarbstoff (SYBR Green) zwischen die neu entstandenen Doppelstränge ein, wobei 
das gemessene Signal proportional zur Menge an synthetisierter DNA ist. 
Im Anschluss an den letzten PCR-Zyklus wurde eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, um 
die Spezifität der PCR-Produkte zu überprüfen. Dabei kommt es zu einer schrittweisen 
Erhöhung der Temperatur um 0,5 °C von 55 °C auf 95 °C, wobei die doppelsträngigen Produkte 
bei einer für sie spezifischen Temperatur wieder denaturieren. Der Fluoreszenzfarbstoff wird 
freigesetzt und das Signal fällt ab. Zur Unterscheidung der Schmelzkurven konnte man die 
unterschiedlichen Schmelztemperaturen heranziehen, die bei spezifischen PCR-Produkten 
höher liegen als bei unspezifisch gebundenen Primerdimeren.  
Zur Auswertung wurde ein Schwellenwert (CT, cycle threshold) am Anfang der exponentiellen 
Produktzunahme festgelegt. Für diese Art der relativen Quantifizierung von Expressions-
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unterschieden ist die gleichzeitige PCR für ein house-keeping Gen unerlässlich. Dafür wurde 
hier β-Aktin (ACTB) verwendet.  
Zur Berechnung von Expressionsunterschieden wurden folgende Gleichungen eingesetzt: 
CT = CTZielgen – CTAktin 
CT = CTBehandlung – CTKontrolle 
relative Gen-Expressionsrate = 2-ΔΔCt 
3.3.5 Bestimmung der PCR-Effizienz 
Zur Bestimmung der PCR-Effizienz (E) der eingesetzten Primerpaare wurden PCR-
Experimente mit c-DNA-Verdünnungsreihen durchgeführt. Anhand der ermittelten CT-Werte 
wurde eine Standardkurve berechnet. Deren Steigung bildete die Grundlage der Berechnung 
der PCR-Effizienz. Eine Steigung von -3,32 entspricht einer Effizienz von 100 %, was auf eine 
Verdopplung der Produkte pro PCR-Zyklus hinweist. Die Effizienzen wurden nach folgender 
Formel berechnet: E = 10-1/Steigung  
 
 
 
 
 
3.3.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, mit deren Hilfe man 
Nukleinsäuren entsprechend ihrer Größe auftrennen kann. Sie dient damit der Kontrolle der 
Spezifität der entstandenen Amplifikate in der PCR.  
Abb. 4: Diagramm zur Berechnung der PCR-Effizienzen für die verwendeten Aktin-, AKR1B1- 
und SORD-Primerpaare. Die Ergebnisse wurden in 4 unabhängigen Experimenten ermittelt. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardfehler. AKR1B1: Aldosereduktase-Gen; SORD: 
Sorbitoldehydrogenase. 
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Zunächst wurde das 1,7%ige Agarosegel hergestellt. Dazu wurde 1 g Agarosepulver in 60 ml 
Tris-Borsäure-EDTA-Puffer (Tab. 11) gegeben.  
Tab. 11: Tris-Borsäure-EDTA-Puffer 
Substanz Volumen 
Tris-Base 10,8 g 
Borsäure 5,5 g  
0,5 M EDTA (pH 8,0) 4 ml 
 
Das Agarosepulver löste sich unter kurzem Aufkochen in der Mikrowelle vollständig auf. Durch 
Abkühlen bildete sich ein Gel mit je nach Konzentration der Agarose typischer Porengröße 
aus. Durch diese Poren wanderten durch Anlegen eines elektrischen Feldes die Nukleinsäuren 
und wurden so der Größe nach aufgetrennt. Das abgekühlte Gel wurde in die Gelträger 
gegossen und mit 10 µl Ethidiumbromid vermischt. Dies ist ein DNA-bindender interkalierender 
Fluoreszenz-Farbstoff. Damit wurden die DNA-Banden im ultravioletten Licht sichtbar 
gemacht. Die Substanz ist mutagen, weshalb dieser Arbeitsschritt stets mit Nitril-Handschuhen 
durchgeführt wurde. Ein Kamm, der die Auftragstaschen für die Proben ausbildete, wurde bis 
zum Festwerden im Gel platziert. Danach wurde das Gel in die Elektrophoresekammer gestellt 
und mit Laufpuffer (TBE) vollständig überdeckt. Zu den Proben wurden 2 µl Proben-
beladungspuffer (loading dye mit Bromphenolblau und Xylencyanol) gegeben und schließlich 
wurden die einzelnen Proben in die Geltaschen aufgetragen. Dabei wurde stets eine DNA-
Leiter als Größenstandard mitgeführt. Nach Anlegen des elektrischen Feldes mit einer 
Spannung von 80 V wanderte die negativ geladene DNA durch das Gel zur Anode, wobei sich 
kleinere Moleküle schneller durch das dichte Netzwerk bewegen als größere. Dieser Vorgang 
dauerte ca. 30 min. Danach wurden die Bandenmuster der Gele am Fluor-S™ Multilmagers 
ausgewertet.   
3.3.7 siRNA-Transfektion  
Transfektion bedeutet das Einbringen von fremder RNA bzw. DNA in eine Zelle. SiRNAs sind 
kleine, nicht kodierende RNA Stränge, die mit dem dazugehörigen komplementären Strang 
interferieren, um so deren Funktion zu beeinträchtigen (Heinrich et al. 2014). In diesem Fall 
wurde die Translation der NFAT5-RNA blockiert. Dafür wurden folgende siRNAs verwendet: 
siNFAT5 (Santa Cruz) und als Kontrolle AllStars Negative Control (Qiagen).  
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Dafür wurden einen Tag vor der Transfektion in eine 12-Well-Zellkulturplatte 7x104 Zellen in 
1,1 ml Medium + 10 % FKS pro Well eingesät. Die Kultur sollte für die Transfektion eine 
Konfluenz von 60-80 % erreicht haben. Der Transfektionskomplex bestand aus 94 μl F-10 
Medium ohne Zusätze, 6 μl siRNA (2 μM) und 9 μl HiPerfect (Transfektionsreagenz). Durch 
15-sekündiges Mischen der Ansätze mit einem Vortexer und darauffolgendes 15-minütiges 
Inkubieren bei RT wurde die Komplexausbildung gewährleistet. Dann wurden tröpfchenweise 
109 μl des Transfektionskomplexes zu den Zellen hinzupipettiert, sodass die Konzentration 
der siRNA im Test 5 nM betrug. Es folgte eine Inkubation von 24 Stunden. Danach wurde das 
Medium gegen serumfreies Medium gewechselt und die Kultur für 5 Stunden synchronisiert. 
Im Anschluss wurde serumfreies Medium mit NaCl (100 mM) bzw. CoCl2 (150 μM) für 24 h 
zugegeben. Schlussendlich wurde die RNA isoliert und mit RT-PCR Veränderungen der 
mRNA-Expression analysiert. 
3.4 Immunologische Methoden 
3.4.1 Western Blot 
Der Western Blot ist ein immunologisches Verfahren, um Proteine nachzuweisen. Dafür 
wurden zunächst zelluläre Proteine und im zweiten Schritt spezifische Proteine immunologisch 
nachgewiesen und relativ quantifiziert. Danach wurden die Proteine mittels Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE) der Größe nach aufgetrennt. Erst nach diesen vorbereitenden Schritten konnte 
der eigentliche Western Blot stattfinden, d.h. die Proteine wurden auf eine Trägermembran 
übertragen und mittels Antikörper und Farbstoffe sichtbar gemacht. 
3.4.1.1 Proteinextraktion und quantitative Bestimmung der Proteine nach Bradford  
Die Zellen wurden in 6-Well-Platten mit einer Dichte von 5x105 Zellen in 1,5 ml Medium 
eingesät. Nachdem die Kultur eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht hatte, wurde sie über Nacht 
synchronisiert. Stimuliert wurden die Zellen in Anwesenheit von NaCl (+100 mM) oder CoCl2 
(150 µM) für 6 h, 24 h oder 48 h. 
Zur Proteinextraktion wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit eiskaltem PBS-Puffer 
gewaschen und ein Lysepuffer (Tab. 12) auf die Zellen gegeben. Es folgte eine Inkubationszeit 
von 10 Minuten auf dem Taumler im Kühlschrank bei 8 °C. Die nachfolgenden Schritte fanden 
unter durchgängiger Kühlung auf Eis statt. Die Lysate wurden aus ihren Wells mit Hilfe einer 
Pipettenspitze gekratzt und in gekühlte Mikroreaktionsgefäße gegeben. Nach einem kurzen 
Durchmischen der Lysate schloss sich ein zehnminütiges Schütteln im Thermomixer im 
  MATERIAL UND METHODEN 
30 
Kühlschrank bei 4 °C an. Danach wurden die Proben für 10 min bei 15.000 U/min und 4 °C 
zentrifugiert und der Überstand in neue Gefäße pipettiert. 
Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford 
(1979) mittels Coomassie-Brilliant-Blau, welcher in freier Form ein anderes Absorptions-
maximum als in gebundener Form aufweist. Coomassie-Brilliant-Blau hat in seiner 
ungebundenen kationischen Form eine rote Farbe und ein Absorptionsmaximum bei 465 nm. 
In saurer Lösung bindet er an positiv geladene und unpolare Seitenketten von Proteinen, die 
ihm einen blauen Farbton verleiht und dessen Absorptionsmaximum bei 595 nm liegt. Dafür 
wurden 5 µl der Lysat-Proben und der Standardproteinverdünnungen in eine 96-Well-Platte 
gegeben und je 150 µl Bradfordlösung hinzugefügt. Im Photometer wurde dann die Absorption 
bei 595 nm gemessen und anhand der Eichkurve des Standardproteins der jeweilige 
Proteingehalt in den Proben errechnet. Danach wurde zu den Proben Laemmli-Puffer im 
Verhältnis 1:4 hinzugefügt. Das Gemisch wurde bei 100 °C für 10 Minuten in einem Heizblock 
gekocht.  
Tab. 12: Zusammensetzung des Lysepuffers für 5 ml 
Substanz Volumen 
1 M Tris pH 8.0 0,25 ml 
0,5 M EDTA 0,05 ml 
5 M NaCl 0,15 ml 
H2O (destilliert) 4,55 ml 
NP-40 25 µl 
Proteaseinhibitor 50 µl 
PMSF 25 µl 
3.4.1.2 SDS-PAGE 
Die SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) ist ein Verfahren 
mit quervernetztem Acrylamid als Trägermaterial zur Auftrennung von Molekülen im 
elektrischen Feld nach ihrer Größe. SDS bindet nur an hydrophobe Bereiche der Proteine, 
was die Ausbildung von hydrophoben Wechselwirkungen verhindert und außerdem die 
Eigenladung der Proteine maskiert. Somit haben alle Proteine die gleiche negative Ladung 
und können somit elektrophoretisch nach ihrer Größe anhand der Länge der Proteinketten 
aufgetrennt werden. Im elektrischen Feld wandern die negativ geladenen Protein-SDS-
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Komplexe in Richtung Anode. Die Zusammensetzung der Gele sowie Puffer sind in Tab. 13 
und Tab. 14 aufgelistet.  
Tab. 13: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel 
Substanzen 
Sammelgel  
4 % [ml] 
Trenngel  
15 % [ml] 
Trenngel  
10 % [ml] 
AA/BAA 0,65 5 3,33 
Trenngelpuffer    ̶ 2,5 2,5 
Sammelgelpuffer 1,25    ̶ - 
Wasser 3,05 2,36 4,03 
10 % SDS 0,05 0,1 0,1 
TEMED 0,006 0,01 0,01 
10 % APS (Ammoniumpersulfat) 0,025 0,05 0,05 
 
Tab. 14: Puffer für die SDS-PAGE 
Puffer Zusammensetzung 
Sammelgelpuffer  
(pH 6,8) 
15 g Tris 
100 ml destilliertes H2O 
120 ml 1n HCl 
Trenngelpuffer  
(pH 8,8) 
45,38 g Tris 
100 ml destilliertes H2O 
60 ml 1n HCl 
Kammerpuffer  
(pH 8,5) 
3 g Tris 
7,2 g Glycin 
200 ml Methanol 
Laemmli-Puffer 
1,75 ml Sammelpuffergel 
1,5 ml Glycerin 
5 ml SDS (10 %) 
1,5 ml Mercaptoethanol 
1,25 ml gesättigte Bromphenolblaulösung 
 
Zwischen zwei, mit Ethanol gereinigte, Glasplatten wurde das Trenngel eingefüllt und darüber 
Wasser gegeben. Nach Polymerisation des Gels wurde das Wasser über dem Gel abgegossen 
und die Sammelgellösung zwischen die Platten gegossen. Es wurde ein Kamm zur Ausbildung 
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der Auftragstaschen eingesetzt. Nach ca. 60 min ist das Gel fest geworden. Nun wurden die 
Gelplatten in die Elektrophoresekammer eingespannt, der Elektrodenpuffer eingefüllt, der 
Kamm entfernt, die Probenauftragstaschen mit Elektrodenpuffer gespült und die Proben 
(gleiche Proteinmengen) aufgetragen. Die Elektrophorese lief 15 min bei 150 V bis die Proben 
das Trenngel erreicht hatten. Danach wurde die Spannung auf 200 V erhöht und die 
Elektrophorese für weitere 50 min, bis die Bromphenolblaufront aus dem Gel herauslief, 
fortgeführt. 
3.4.1.3 Western Blot 
Beim Western Blot werden die Proteine im elektrischen Feld vom SDS-Polyacrylamidgel auf 
eine Polyvenylendifluorid-Membran übertragen. An der Kathode und Anode befanden sich 
jeweils drei in Transferpuffer (s. Tab. 15) eingeweichte Lagen Filterpapier. In Richtung Anode 
wurde die Membran platziert, die vorher in 80 % Methanol angefeuchtet und in Transferpuffer 
eingelegt wurde. Das Trenngel wurde luftblasenfrei auf die Membran gelegt. Der Transfer der 
Proteine lief bei 0,4 A für 75 min. Zur Kontrolle der Proteinbeladung des Blots wurde β-Actin 
(45 kDa) verwendet.  
Damit die PVDF-Membran selbst keine Antikörper bindet, müssen freie Proteinbindungsstellen 
nach dem Blot blockiert werden. Dabei wurde eine Blockierungslösung, die TBS-Puffer 
(Tab. 15) und 5 % Milchpulver enthielt, für ca. 2 Stunden bei RT auf die Membran gegeben 
und unter leichtem Schütteln auf dem Taumler gelagert. Anschließend wurde die Membran mit 
Primärantikörpern über Nacht bei 4 °C auf dem Taumler inkubiert. Die Antikörper wurden in 
TBST-Puffer mit Rotiblock (100:1) verdünnt. Folgende Antikörper wurden verwendet: Anti-AR-
Antikörper (1:1500), Anti-SDH-Antikörper (1:1000) und Anti-β-Aktin- Antikörper (1:2000). Für 
die Negativkontrolle wurde der erste Antikörper durch TBST-Puffer mit Rotiblock (100:1) 
ersetzt.  
Nach der Inkubation wurde die Membran dreimal mit TBST für jeweils 5 min gewaschen. Erst 
dann wurde der Sekundärantikörper hinzugegeben und für 1 h bei RT inkubiert. Verwendet 
wurden ein Ziege-anti-Kaninchen-IgG-AP-Konjugat und ein Ziege-anti-Maus-IgG-AP-Konjugat 
(beide 1:2000 verdünnt). Die verwendeten Antikörper finden sich in Tab. 6.  
Dann wurden die Membranen zweimal mit TBST-Puffer und einmal mit Alkalische 
Phosphatase-Puffer gewaschen. Durch Hinzugeben einer Detektionslösung wurden die 
Banden visualisiert. 
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Tab. 15: Puffer und Lösungen für den Western Blot 
Substanz Zusammensetzung 
Transferpuffer  
(pH 8,5) 
3 g Tris (25 mM) 
7,2 g Glycin 
200 ml Methanol 
TBS-Puffer  
(pH 7,5) 
60,5 g Tris 
87,6 g NaCl 
TBST-Puffer 
TBS-Puffer 
0,1 % Tween 20 
AP-Puffer  
(pH 9,5) 
6,05 g Tris (100 mM) 
3 g NaCl 
0,508 g MgCl2 x 6H2O 
Detektionslösung 
15 ml AP-Puffer 
50 l BCIP (50 mg/ml DMF) 
100 l NBT (50 mg/ml 70 % DMF) 
3.5 Statistische Auswertung  
Alle Ergebnisse wurden durch mindestens 3 voneinander unabhängige Experimente mit RPE-
Zellen verschiedener Hornhautspender realisiert. Die Daten sind als Mittelwerte sowie deren 
Standardfehlern angegeben. Die statistische Analyse wurde mit Prism Version 6.05 (Graphpad 
Software, San Diego, CA) durchgeführt. Signifikante Ergebnisse mit p<0,05 wurden von 
ANOVA nach Bonferronis Alphafehler-Kumulierung und dem Mann-Whitney U-Test ermittelt. 
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4 ERGEBNISSE 
4.1 Regulation der Aldosereduktase (AR)- und Sorbitoldehydrogenase 
(SDH)-Gen- und Proteinexpression 
Zur Bestimmung der Genexpression der Enzyme Aldosereduktase und Sorbitol-
dehydrogenase in RPE-Zellen wurden PCR-Experimente durchgeführt. In Abb. 5a ist das 
Ergebnis einer typischen Agarosegel-Elektrophorese der PCR-Amplifikate zur Kontrolle der 
Länge und Qualität dargestellt.  
Wie in Abb. 5b gezeigt, induzierte eine erhöhte Glukosekonzentration eine geringe, aber 
signifikant erhöhte Genexpression von AR bereits nach 6 h Stimulationsdauer, während die 
Expression der SDH initial abfiel und erst nach 24 h Stimulation eine leichte signifikante 
Zunahme der Expression zu verzeichnen war. Die Kultivierung der RPE-Zellen in der 
Gegenwart von CoCl2 verursachte eine signifikante Induktion der Expression von AR und SDH 
nach 24 h (Abb. 5c), während der Effekt von oxidativem Stress nur eine geringe, aber 
signifikante Erhöhung der mRNA-Expressionen nach ebenfalls 24 h bewirkte (Abb. 5d).  
Eine hohe extrazelluläre Osmolarität verursachte signifikante Expressionszunahmen der AR-
mRNA nach 6 h und 24 h, während keine Veränderung der Expression der SDH nachgewiesen 
werden konnte (Abb. 5e). Die NaCl-induzierte Hochregulation der AR-Expression war 
dosisabhängig. Bereits bei Zugabe von 30 mM NaCl wurden signifikante Unterschiede zur 
unbehandelten Kontrolle festgestellt (Abb. 5f). Bei der weiteren Erhöhung der NaCl-
Konzentration auf 50 mM, 70 mM und 100 mM kam es ebenfalls jeweils zu einer signifikant 
erhöhten Expression des AR-Gens. Außerdem wurde die AR-Expression durch die 
Anwesenheit von Sucrose (100 mM) im Kulturmedium signifikant erhöht, während auch hier 
die SDH-Expression unbeeinflusst blieb (Abb. 5g). Die Genexpression der AR wurde durch die 
Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit von CoCl2 additiv erhöht (Abb. 5h). 
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In RPE-Zellen erzeugte hohes extrazelluläres NaCl auch einen Anstieg des zellulären AR-
Protein-Gehaltes (Abb. 6a,c), während die SDH-Proteinmenge unverändert blieb (Abb. 6a,d). 
Der Anstieg der AR wurde nach 24 h und 48 h beobachtet, aber nicht nach 6 h Stimulation 
(Abb. 6a). CoCl2-induzierte chemische Hypoxie änderte die AR- (Abb. 6a,c) oder SDH-Menge 
nicht (Abb. 6a,d). 
Abb. 5: Regulation der Genexpression von AR und SDH in RPE-Zellen. Die mRNA-Level 
wurden mittels RT-PCR-Analyse nach Stimulation für 2, 6 und 24 h als Veränderung im 
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle bestimmt. a Gelelektrophorese: PCR-Amplifikate von 
cDNA  aus RPE-Zellen von verschiedenen Spendern (1, 2). Negativkontrollen (0) wurden 
durch Verwendung von doppelt-destilliertem Wasser statt der cDNA-Probe zur PCR-Reaktion 
durchgeführt. b-e Die Zellen wurden mit hoher Glukose (25 mM, b), CoCl2 (150 µM; c) H2O2 
(20 µM; d), und hohem NaCl (+ 100 mM; e) stimuliert. f Dosis-abhängiger Effekt von 
extrazellulärem NaCl auf die zelluläre Menge an AR-mRNA. Die Zellen wurden in 
hyperosmotischen Medien mittels Zugabe von 10 bis 100 mM NaCl kultiviert.  
g Effekt der extrazellulären Hyperosmolarität durch Zugabe von Sucrose (100 mM) zum 
Kulturmedium. h Hohe NaCl-Konzentration (100 mM) und CoCl2 (150 µM) stimulierte 
zusätzlich die Expression von AR. Die SDH-Genexpression scheint nur durch CoCl2 induziert 
zu werden. Diese Daten wurden nach 24 h Stimulation ermittelt. Jeder Balken repräsentiert 
Daten, die in 4-10 unabhängigen Experimenten erhoben wurden mit Zellen, die von 
unterschiedlichen Spendern stammen. Signifikanter Unterschied gegenüber der 
unstimulierten Kontrolle: *p<0,05. 
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4.1.1 AR-Genexpression unter hyperosmolaren und hypoxischen 
Bedingungen 
4.1.1.1 Beteiligung intrazellulärer Signalwege 
Unter Kontrollbedingungen wurde die zelluläre Menge an AR-Gentranskripten durch den c-
Jun-N-terminale Kinase (JNK)-Hemmer SP600125 (Abb. 7a) moderat erhöht. Die NaCl-
induzierte Expression des Aldosereduktasegens wurde signifikant durch die Inhibitoren des 
p38-MAPK, extrazellulär Signal-regulierte Kinasen (ERK1/2) und Phosphatidylinositol-3 
Abb. 6: Einfluss von hyperosmolarem Stress bzw. Hypoxie auf die Proteinmenge von AR 
und SDH bei RPE-Zellen. a AR und SDH-Proteinmengen in Lysaten von RPE-Zellen, die für 
je 6 h, 24 h und 48 h in iso-osmotischen (Kontrolle) bzw. hyperosmolaren Medien (+ 100 mM 
NaCl) oder in Anwesenheit von CoCl2 (150 μM) kultiviert wurden. β-Actin wurde als 
Ladekontrolle verwendet. b Negative Kontrollen durch Weglassen der ersten Antikörper. c,d  
Densitometrische Auswertung der zellulären Menge von AR (c) und SDH (d)-Proteinen. 
Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardfehler. Die Daten wurden auf die Menge von β-Actin-
Protein normiert und als Prozent der unstimulierten Kontrolle angegeben. Die Ergebnisse 
wurden durch Western Blot-Analysen in 3-4 unabhängigen Experimenten mit Zellen von 
unterschiedlichen Spendern ermittelt. Gleiche Proteinmengen (10 μg für die AR- und β-Actin-
Analyse, 20 μg für die SDH-Analyse) wurden verwendet. Signifikanter Unterschied 
gegenüber der unstimulierten Kontrolle (100 %): *p<0,05. ●p<0.05. 
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Kinase (PI3K)-Signalwegs reduziert (Abb. 7b). Auf der anderen Seite erhöhte der JNK-Inhibitor 
SP600125 signifikant die zelluläre Menge von AR-Gentranskripten in Gegenwart von hohem 
NaCl (Abb. 7b). Die durch chemische Hypoxie-induzierte (CoCl2) Erhöhung der AR-mRNA-
Expression wurde durch die Inhibition der p38-MAPK-, ERK1/2-, JNK- und PI3K-Signalwege 
signifikant reduziert (Abb. 7c).  
 
Abb. 7: Intrazelluläre Signalwege, die an der Genexpression von AR in RPE-Zellen beteiligt 
sind. Die Änderungen der Genexpression wurde mittels real-time PCR bestimmt. Die Zellen 
wurden für 24 h jeweils in iso-osmotischem Kontrollmedium (a), hyperosmotischem Medium 
(+ 100 mM NaCl; b) und in Gegenwart von CoCl2 (150 μM; c) kultiviert. Folgende Inhibitoren 
der intrazellulären Signaltransduktionsmoleküle wurden getestet: Inhibitor der p38-MAPK-
Aktivierung SB203580 (10 μM), Inhibitor der ERK1/2 Aktivierung PD98059 (20 μM), JNK-
Inhibitor SP600125 (10 μM) und der Inhibitor von PI3K-verwandter Kinasen LY294002 (5 
μM). Zusätzlich wurde Triamcinolonacetonid (Triam; 150 μM), der Caspase-1 Inhibitor Ac-
YVAD-CHO (Ac-Y; 500 nM) und ein rekombinanter humaner IL-1 Rezeptorantagonist 
(IL1RA; 1 μg/ml) getestet. Die Kontrollen wurden mit DMSO (1:1000), PBS (1:2000) und 
Ethanol (1:1000), den Lösungsmitteln der Inhibitoren, durchgeführt. Jeder Balken 
repräsentiert Daten, die aus 3 - 15 unabhängigen Experimenten mit RPE-Zellen 
verschiedener Spender stammen. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: 
*p<0.05. Signifikanter Unterschied zur NaCl-Kontrolle: ●p<0.05. Signifikanter Unterschied 
zur CoCl2-Kontrolle: ○p<0.05. 
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Diesen Ergebnissen zufolge induzieren sowohl hohes extrazelluläres NaCl als auch Hypoxie 
die Expression des AR-Gens durch die Aktivierung von verschiedenen intrazellulären 
Signaltransduktionswegen. Unter Kontroll- und hyperosmolaren Bedingungen scheint die 
JNK-Aktivität die AR-Genexpression negativ zu regulieren. Unter hypoxischen Bedingungen 
ist sie in die Induktion der AR-Genexpression involviert.  
Triamcinolonacetonid veränderte die Menge an AR-Gentranskripten unter Kontroll-, 
hyperosmolaren und hypoxischen Bedingungen nicht (Abb. 7a-c). Außerdem hatten ein 
Caspase-1-Hemmer (Ac-YVAD-CHO) und ein rekombinanter humaner IL-1-Rezeptor-
antagonist ebenfalls keine Effekte (Abb. 7b). 
4.1.1.2 Beteiligung extrazellulärer Signalwege 
Unter unstimulierten Kontrollbedingungen erhöhte sich die zelluläre Menge von AR-Gen-
Transkripten moderat in Gegenwart von SU1498, einem Hemmer des VEGF-Rezeptors 2 
(Abb. 8a).  
Die NaCl-induzierte Expression des Aldosereduktasegens wurde signifikant durch SB431542, 
einem Inhibitor der TGF-β1 Superfamilie Activin-Rezeptorähnlicher Kinase-Rezeptoren und 
durch den Metalloproteinase-Inhibitor 1,10-Phenanthrolin vermindert (Abb. 8b). Hemmer der 
PDGF- und EGF-Rezeptortyrosinkinasen (AG1296 bzw. AG1478) und purinerge P2Y1- 
(MRS2179) und P2X7-Rezeptoren (A-438079) hatten keinen Effekt auf die hyperosmolare 
Expression des AR-Gens (Abb. 8b). Die Hemmer des VEGF Rezeptor-2 und der FGF-
Rezeptortyrosinkinase (PD173074) erhöhten signifikant die Menge von AR-Gentranskripten in 
der Gegenwart von hohem extrazellulärem NaCl im Vergleich zur NaCl-Kontrolle (Abb. 8b).  
Unter hypoxischen Bedingungen wurde die AR-mRNA-Expression durch die Wirkung der 
Inhibitoren der PDGF- und EGF-Rezeptortyrosinkinasen und der TGF-β1 Superfamilie Activin-
rezeptorähnlicher Kinase-Rezeptoren signifikant reduziert (Abb. 8c).  
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4.1.1.3 Rolle der Transkriptionsfaktor-Aktivität  
Unter unstimulierten Kontrollbedingungen war die Menge an AR-Gentranskripten in der 
Gegenwart des nuclear factor κB (NFκB)-Inhibitors CAPE (caffeic acid phenethyl ester) erhöht 
(Abb. 9a). Die NaCl-induzierte Expression des AR-Gens blieb in der Gegenwart der Inhibitoren 
von Hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1), signal transducer and activator of transcription 3 
(STAT3) und NFκB unverändert (Abb. 9b). Die CoCl2-induzierte Expression des AR-Gens 
wurde durch die HIF- und STAT3-Inhibitoren signifikant vermindert und blieb unverändert in 
der Gegenwart des NFκB-Inhibitors (Abb. 9c).  
Abb. 8: Extrazelluläre Signalwege, die an der Genexpression von AR in RPE-Zellen beteiligt 
sind. Die Änderungen der Genexpression wurde mittels real-time PCR bestimmt. Die Zellen 
wurden für 24 h jeweils in iso-osmotischem Kontrollmedium (a), hyperosmotischem Medium 
(+ 100 mM NaCl; b) und in Gegenwart von CoCl2 (150 μM; c) kultiviert. Die folgenden 
Rezeptor- und Metalloproteinasen-Inhibitoren wurden getestet: Inhibitor von VEGF-
Rezeptor-2 SU1498 (10 μM), Inhibitor der PDGF-Rezeptortyrosinkinase AG1296 (10 μM), 
Inhibitor der EGF-Rezeptortyrosinkinase AG1478 (600 nM), Inhibitor der TGF-β1 
Superfamilie Activin-Rezeptor-ähnlichen Kinaserezeptoren SB431542 (10 μM), FGF-
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor PD173074 (500 nM), der Breitspektrum-Matrix-Metallo-
proteinase-Inhibitor 1,10-Phenanthrolin (1,10-Phen; 10 μM), der P2Y1 Rezeptorantagonist 
MRS2179 (30 μM) und der P2X7 Rezeptorantagonist A-438079 (50 nM). Jeder Balken 
repräsentiert Daten, die aus 3-10 unabhängigen Experimenten von Zelllinien verschiedener 
Spender stammen. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: *p<0.05. 
Signifikanter Unterschied zur NaCl-Kontrolle: ●p<0.05. Signifikanter Unterschied zur CoCl2-
Kontrolle: ○p<0.05.  
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Die Transfektion mit einer NFAT5-siRNA reduzierte unter beiden Bedingungen die Menge an 
NFAT5-mRNA in den RPE-Zellen um ca. 60 %. Die Transfektion mit der ungerichteten siRNA 
veränderte die Menge an NFAT5-Gentranskripten unter beiden Bedingungen nicht (Abb. 
10a,b). Die Transfektion der Zellen mit der NFAT5-siRNA bewirkte auch eine Reduktion der 
Menge an AR-mRNA unter hyperosmolaren (Abb. 10a), aber nicht unter hypoxischen 
Bedingungen (Abb. 10b).  
Abb. 9: Transkriptionsfaktoren, die an der Genexpression von AR in RPE-Zellen beteiligt 
sind. Die Genexpressions-Änderungen wurde mittels real-time PCR bestimmt. Die Zellen 
wurden für 24 h jeweils in iso-osmotischem Kontrollmedium (a), hyperosmotischem Medium 
(+ 100 mM NaCl; b) und in der Gegenwart von CoCl2 (150 μM; c) kultiviert. Die folgenden 
Transkriptionsfaktorhemmer wurden getestet: ein HIF-Inhibitor (HIF Inh; 5 μM), der STAT3-
Inhibitor Stattic (1 μM) und CAPE (1 μg/ml). Jeder Balken repräsentiert Daten, die aus 3-8 
unabhängigen Experimenten mit RPE-Zellen aus verschiedenen Spendern ermittelt wurden. 
Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: *p<0.05. Signifikanter Unterschied zur 
CoCl2-Kontrolle: ○P<0.05.  
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4.1.1.4 Rolle von AR- und NFAT5-Aktivität bei der Zellvitalität und -proliferation 
Die Erhöhung der Dosis an extrazellulärem NaCl verursachte eine moderate, dosisabhängige 
Verminderung der Vitalität der RPE-Zellen. CoCl2-induzierte chemische Hypoxie hatte keinen 
Einfluss auf die Zellvitalität (Abb. 11a). Der AR-Inhibitor EBPC reduzierte die Vitalität der RPE-
Zellen signifikant unter hyperosmolaren, aber nicht unter Kontroll- und hypoxischen 
Bedingungen (Abb. 11b). Die Transfektion der Zellen mit der NFAT5-siRNA oder der 
ungerichteten siRNA (siNon) veränderte die Zellvitalität unter Kontrollbedingungen nicht (Abb. 
11c). RPE-Zellen, die mit der NFAT5-siRNA transfiziert wurden, zeigten eine signifikant 
reduzierte Vitalität unter hyperosmolaren Bedingungen (+100 mM NaCl) verglichen mit nicht-
transfizierten Zellen und mit Zellen, die mit ungerichteter Kontroll-siRNA (siNon) transfiziert 
wurden (Abb. 11c). Unter den Bedingungen der chemischen Hypoxie konnte kein Effekt durch 
die Transfektion mit der NFAT5-siRNA auf die Vitalität der RPE-Zellen festgestellt werden (Abb. 
11c).  
 
 
Abb. 10: Rolle von NFAT5 bei der hyperosmotischen und hypoxischen Genexpression von AR. 
Die mRNA-Mengen wurden mittels RT-PCR-Analyse nach 24 h Stimulation der Zellen in 
hyperosmotischem (+100 mM NaCl) Medium sowie unter chemischer Hypoxie (CoCl2; 150 μM) 
ermittelt. Die mRNA-Ergebnisse wurden auf die Expression bei untransfizierten Kontrollzellen 
(1) bezogen. a Unter hyperosmotischen Bedingungen reduzierte die Hemmung der NFAT5-
Genexpression mit der siRNA (siNFAT5; 5 nM) die Menge an NFAT5- und AR-mRNAs. Die 
ungerichtete siRNA (siNon; 5 nM) war ohne Wirkung. b Unter hypoxischen Bedingungen 
verursachte siNFAT5 eine Verringerung der NFAT5-Expression, hatte aber keinen Einfluss auf 
die Menge an AR-mRNA. Die ungerichtete siNon war ohne Effekt. Jeder Balken repräsentiert 
Daten, die in 3-5 unabhängigen Experimenten mit Zelllinien unterschiedlicher Spender 
durchgeführt wurden. Signifikanter Unterschied zur ungerichteten siRNA: *p<0,05.  
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Die Veränderung der Proliferationsrate in hyperosmolarem bzw. hypoxischem Medium und die 
Rolle von AR und NFAT5 sollte mit Hilfe von BrdU ermittelt werden. Dabei zeigte sich unter 
hohem extrazellulärem NaCl und CoCl2-induzierter chemischer Hypoxie eine dosisabhängige 
Verringerung der Proliferation von RPE-Zellen (Abb. 12a). Der AR-Inhibitor EBPC verminderte 
die Proliferation von RPE-Zellen signifikant unter hyperosmolaren, aber nicht unter Kontroll- 
und hypoxischen Bedingungen (Abb. 12b). Die Transfektion von Zellen mit einer NFAT5-siRNA 
oder ungerichteter siRNA veränderte die Proliferationsrate unter unstimulierten 
Kontrollbedingungen und unter chemischer Hypoxie nicht (Abb. 12c). RPE-Zellen, die mit 
NFAT5-siRNA transfiziert wurden, zeigten eine signifikant reduzierte Proliferationsrate unter 
hyperosmolaren Bedingungen (+100 mM NaCl) im Vergleich sowohl zu den unbehandelten 
Kontroll-Zellen, als auch zu Zellen, die mit ungerichteter siRNA (siNon) transfiziert wurden. 
Das verwendete Transfektionsreagenz hatte keinen Effekt auf die Proliferation der RPE-Zellen 
(Abb. 12b).  
Abb. 11: Funktion der AR- und NFAT5-Aktivitäten bei der Erhaltung der Vitalität der RPE-
Zellen unter hyperosmotischen und hypoxischen Bedingungen. Extrazelluläre 
Hyperosmolarität wurde durch Hinzufügen von NaCl zum Kulturmedium und chemische 
Hypoxie durch Zugabe von CoCl2 induziert. Die Zellvitalität wurde nach 24 h Stimulation 
mittels Trypanblau-Tests bestimmt. a Veränderung der Zellvitalität in Abhängigkeit der 
Dosis an extrazellulärem NaCl. Die zugegebene NaCl-Dosis (mM) sind in den Balken 
angegeben. CoCl2 (150 μM) hatte keinen Effekt auf die Zellvitalität. b Effekt des AR-
Inhibitors EBPC (1 μM) auf die Zellvitalität. EBPC wurde unter Kontrollbedingungen und 
in Gegenwart von NaCl (+ 100 mM) bzw. CoCl2 (150 μM) getestet. c Rolle des 
Transkriptionsfaktors NFAT5 auf die Zellvitalität unter den getesteten Bedingungen. Die 
NFAT5-Expression wurde mittels siRNA (siNFAT5; 5 nM) blockiert. Als Kontrolle diente 
eine ungerichtete Negativkontrolle siRNA (siNon, 5 nM). Jeder Balken repräsentiert Daten, 
die in 3-11 unabhängigen Experimenten mit RPE-Zellen unterschiedlicher Spender 
erhoben wurden. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: *p<0,05. 
Signifikanter Unterschied zur NaCl-Kontrolle: ● p<0.05. ○ p<0.05. n.s., nicht signifikant.  
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Abb. 12: Rolle der AR- und NFAT5-Aktivitäten an der Erhaltung der Proliferation der RPE-
Zellen unter hyperosmotischen und hypoxischen Bedingungen. Extrazelluläre 
Hyperosmolarität wurde durch Hinzufügen von NaCl zum Kulturmedium und chemische 
Hypoxie durch Zugabe von CoCl2 induziert. Die Proliferationsraten wurden nach 24 h 
Stimulation mittels BrdU-Assay bestimmt. a Extrazelluläres NaCl und CoCl2 vermindern die 
Proliferationsrate der RPE-Zellen in Abhängigkeit der eingesetzten Dosis. Die Angaben zu den 
Dosierungen von NaCl und CoCl2 stehen in den Balken. b Effekt des AR-Inhibitors EBPC 
(1 μM) auf die Proliferationsrate bei den RPE-Zellen. EBPC wurde jeweils in An- und 
Abwesenheit von hohem extrazellulärem NaCl (100 mM) bzw. CoCl2 (150 μM) getestet.  
c Effekt der Hemmung der NFAT5-Expression mittels siRNA (siNFAT5; 5 nM) auf die 
Proliferationsrate von Zellen, die in Kontrollmedium, in der Gegenwart von hohem NaCl  
(+ 100mM) bzw. CoCl2 (150 μM) kultiviert wurden. Als Kontrollen wurde das 
Transfektionsreagenz (TR) und eine ungerichtete Negativkontrolle siRNA (siNon; 5 nM) 
verwendet. Jeder Balken repräsentiert Daten, die in 3-11 unabhängigen Experimenten mit 
Zelllinien unterschiedlicher Spender ermittelt wurden. Signifikanter Unterschied zur 
unstimulierten Kontrolle: *p<0,05. Signifikanter Unterschied zur NaCl-Kontrolle: ● p<0.05. ○ 
p<0.05. n.s., nicht signifikant.  
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4.1.2 SDH-Genexpression unter hypoxischen Bedingungen 
Neben der AR wurde auch die mRNA-Expression der Sorbitoldehydrogenase, die den zweiten 
Schritt des Polyolwegs katalysiert, durch chemische Hypoxie induziert (Abb. 5c). Deshalb war 
es ebenfalls von Interesse, die dabei beteiligten Signalwege zu ermitteln.  
4.1.2.1 Beteiligung intrazellulärer Signalwege 
Unter Kontrollbedingungen wurde die Menge an SDH-mRNA in Anwesenheit des JNK-
Inhibitors SP600125 (Abb. 13a) erhöht. Das zeigt, dass unter Kontrollbedingungen die JNK-
Aktivität die Expression des SDH-Gens hemmt.  
Unter hypoxischen Bedingungen führte die Hemmung des PI3-Akt-Signalwegs durch 
LY294002 sowie das entzündungshemmende Glukokortikoid Triamcinolonacetonid zu einer 
signifikanten Verringerung der SDH-Genexpression (Abb. 13b). Alle weiteren untersuchten 
Signalwege waren ohne Effekt.  
4.1.2.2 Beteiligung extrazellulärer Signalwege 
In den Versuchen wurde unter Kontrollbedingungen eine signifikante Erhöhung der SDH-
Genexpression durch den Hemmer des VEGF-Rezeptors-2 (SU1498) nachgewiesen 
(Abb. 13a).  Die CoCl2-induzierte Genexpression von SDH wurde durch die Hemmer der 
PDGF- bzw. EGF-Rezeptortyrosinkinasen signifikant vermindert (Abb. 13b).  
4.1.2.3 Rolle von Transkriptionsfaktor-Aktivitäten  
Unter unstimulierten Kontrollbedingungen wurde die Menge an SDH-mRNA durch die 
Inhibition des Transkriptionsfaktors NFκB erhöht (Abb. 13a). Die SDH-Genexpression wurde 
unter hypoxischen Bedingungen durch HIF- und STAT3-Hemmer (Abb. 13b) signifikant 
vermindert. 
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Abb. 13: Signalwege, die die Hypoxie-induzierte SDH-Genexpression bei RPE-Zellen 
regulieren. Die Veränderungen der mRNA-Menge wurde mittels real time-PCR-Analyse 
ermittelt. Dafür wurden RPE-Zellen unter unstimulierten Kontrollbedingungen (a) und in der 
Gegenwart von CoCl2 (150 μM; b) für 24 h kultiviert. Die folgenden Inhibitoren von 
intrazellulären Signaltransduktionsproteinen wurden getestet: Inhibitor der p38-MAPK 
Aktivierung SB203580 (10 μM), Inhibitor von ERK1/2-Aktivierung PD98059 (20 μM), JNK-
Inhibitor SP600125 (10 μM) und Inhibitor von PI3K-ähnlichen Kinasen LY294002 (5 μM). Die 
folgenden Inhibitoren von Rezeptorkinasen und Metalloproteinasen wurden getestet: Inhibitor 
von VEGF-2-Rezeptor SU 1498 (10 μM), Inhibitor der PDGF-Rezeptortyrosinkinase AG1296 
(10 μM), Inhibitor der EGF-Rezeptortyrosinkinase AG1478 (600 nM), Inhibitor der TGF-β1 
Superfamilie Activin-Rezeptorähnlichen Kinaserezeptoren SB431542 (10 μM), FGF-
Rezeptorkinase-Inhibitor PD173074 (500 nM) und der Breitspektrum-Metalloproteinase-
Inhibitor 1,10-Phenanthrolin (1,10-Phen; 10 μM). Die folgenden Transkriptionsfaktorhemmer 
wurden getestet: HIF-Inhibitor (HIF Inh; 5 μM), der STAT3-Inhibitor Stattic (1 μM) und der 
NFκB-Inhibitor Caffeic acid phenethyl ester (CAPE; 1 μg/ml). Zusätzlich wurde die Wirkung 
von Triamcinolonacetonid (Triam; 150 μM) untersucht. Die Kontrollen wurden mit 
Dimethylsulfoxid (DMSO; 1:1000), dem Lösungsmittel der Inhibitoren, durchgeführt. Jeder 
Balken repräsentiert Daten, die aus 3-15 unabhängigen Experimenten von Zellen 
verschiedener Spender stammen. Signifikanter Unterschied zur unstimulierten Kontrolle: 
*p<0.05. Signifikanter Unterschied zur CoCl2-Kontrolle: ○p<0.05.  
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5 DISKUSSION 
Die diabetische Retinopathie (DR) ist die häufigste Komplikation bei Diabetes mellitus 
(Joussen et al. 2003). Sie stellt eine folgenschwere Netzhauterkrankung dar, die bis zur 
Erblindung führen kann (Cunha-Vaz et al. 2014).  
Die Aktivierung des Polyolwegs unter hyperglykämischen Bedingungen wird als Hauptursache 
des Diabetes-induzierten Gewebsschaden angenommen (Cheung et al. 2005; Chung 2005; 
Dagher et al. 2004). Die zelluläre Sorbitolmenge ist abhängig von der Balance zwischen der 
Sorbitolproduktion aus Glukose und deren Umwandlung in Fruktose. 
Systemischer Bluthochdruck ist ein weiterer wichtiger Risikofaktor der DR (Kamoi et al. 2013; 
Klein et al. 1998). Akute Hypertension wird maßgeblich durch hohe extrazelluläre Osmolarität 
begünstigt. Die Ursache dafür liegt in der hohen Aufnahme von Salz mit der Nahrung (He et 
al. 2005). Der Einfluss von hohem extrazellulärem NaCl auf die Entwicklung der DR wurde 
bereits in Tierstudien untersucht. Diese zeigten, dass eine hohe Salzaufnahme degenerative 
retinale Veränderungen bei Diabetes, wie intrazelluläre Ödeme in retinalen Ganglienzellen und 
Mitochondrienschwellung in Gliazellen, forcieren und damit die Situation verschlechtern (Qin 
et al. 2009). 
Eine hohe Salzaufnahme hat auch direkte schädigende Effekte auf Gewebe und Gefäße wie 
Gefäß-Remodelling, vaskuläre Fibrose und Entzündung (Kupari et al. 1994; Safar et al. 2000). 
Hohes Salz aktiviert RPE-Zellen über den MAPK-Signalweg und führt zur Aktivierung 
verschiedener Transkriptionsfaktoren (Hollborn 2015). Dies ist mit erhöhter Expression 
verschiedener angiogener Wachstumsfaktoren wie VEGF, bFGF, PlGF und HB-EGF assoziiert 
(Hollborn 2015; Hollborn et al. 2016; Veltmann et al. 2016). Die Produktion der 
Wachstumsfaktoren VEGF und PlGF ist in RPE-Zellen direkt mit der extrazellulären 
Osmolarität verbunden (Bringmann et al. 2016).  
Deshalb sollte mit dieser Arbeit untersucht werden, ob und wenn ja wie extrazelluläre 
Hyperosmolarität und andere pathologische Bedingungen die Expression Sorbitol-
produzierender und -konvertierender Enzyme in humanen kultivierten RPE-Zellen verändert. 
Darüber hinaus sollten die Signalwege, die eine veränderte Expression vermitteln, identifiziert 
werden. Die Ergebnisse sollen zur Erweiterung der Kenntnisse zu den Mechanismen, die die 
Entwicklung der DR verursachen, beitragen.   
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Genexpression der Sorbitol-produzierenden 
Aldosereduktase durch diverse pathologische Bedingungen in den RPE-Zellen stimuliert wird. 
Dazu zählt auch eine hohe extrazelluläre Osmolarität. Im Gegensatz dazu blieb die Expression 
des Sorbitol-konvertierenden Enzyms Sorbitoldehydrogenase in RPE-Zellen durch 
extrazelluläre Hyperosmolarität unbeeinflusst (Abb. 5e,g und 6a,c,d). Vergleichbare 
Ergebnisse wurden durch Grunewald et al. (1998) an Ratten-Nieren beschrieben. Das könnte 
unter hyperosmolaren Bedingungen zu einer Überproduktion und Akkumulation von Sorbitol 
führen, wodurch osmotisch bedingte Zellschädigungen begünstigt werden.  
5.1 Wirkung pathologischer Bedingungen auf die Genexpression von 
AR und SDH 
5.1.1 Aldosereduktase 
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Genexpression des Sorbitol-produzierenden Enzyms 
AR in RPE-Zellen durch verschiedene pathologische Bedingungen stimuliert wird. Dazu 
zählten hohe extrazelluläre Glukosekonzentration, chemische Hypoxie, oxidativer Stress 
sowie NaCl- oder Sucrose-induzierte extrazelluläre Hyperosmolarität.  
Die hyperosmolare AR-Genexpression war abhängig von der Stimulationsdauer. 
Unter den hier verwendeten Bedingungen wurde eine signifikante Zunahme an AR-mRNA 
nach 6 h und ein Maximum nach 24 h Stimulation ermittelt (Abb. 5e,g). Diese Ergebnisse 
wurden für die Erhöhung der Osmolarität durch die Zugabe von NaCl und Sucrose zum 
Kulturmedium nachgewiesen. Im Vergleich zur Sucrose war der Effekt durch NaCl wesentlich 
stärker. Dieser langsame NaCl-induzierende Effekt auf die AR-mRNA könnte damit erklärt 
werden, dass humane RPE-Zellen normalerweise große Mengen an AR enthalten (Vinores et 
al. 1993). 
Die NaCl-induzierte AR-Genexpression war zudem abhängig von der eingesetzten Dosis (Abb. 
5f). Eine Zugabe von 30 mM NaCl (entspricht 60 mosmol/kg H2O) induzierte die AR-
Genexpression bereits signifikant. Ein Maximum wurde durch die Zugabe von 100 mM NaCl 
zum Medium erreicht. Unterstützt werden diese Resultate durch Untersuchungen in vorherigen 
Studien, die ebenfalls zeigten, dass hohes extrazelluläres NaCl die AR-Genexpression in RPE-
Zellen induziert (Lin et al. 1993; Sato et al. 1993). Lin et al. (1993) wiesen eine wesentliche 
Zunahme an AR-mRNA nach, wenn die RPE-Zellen für 3 Tage in einem Medium mit 150 mmol/l 
NaCl wuchsen. Für den quantitativen Vergleich der Effekte der Hypertonizität auf die AR-
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Expression setzten die genannten Autoren die Slot Blot-Technik ein. Damit wiesen sie eine 16-
fach erhöhte AR-mRNA in Gegenwart von hohem NaCl im Vergleich zur Kontrolle nach. 
NaCl-induzierte extrazelluläre Hyperosmolarität erhöhte ebenfalls zeitabhängig die AR-
Proteinmenge in den RPE-Zellen (Abb. 6a,c). Eine signifikante Zunahme wurde nach 24 h und 
ein Maximum nach 48 h Stimulation ermittelt. Diese Ergebnisse werden durch eine Studie von 
Grunewald et al. (1998) an Ratten-Nieren bestätigt. Die Autoren beschreiben, dass 
Hypertonizität die AR-Aktivität durch vermehrte AR-mRNA und Proteinmenge erhöht. 
Die Kultivierung der RPE-Zellen mit H2O2, um oxidativen Stress zu simulieren, verursachte 
nach 24 h eine signifikant erhöhte AR-Genexpression. Bei Studien zur Wirkung von H2O2 auf 
die AR-Expression in Ratten-Herzen bzw. bei glatten Gefäßmuskelzellen aus Ratten wurden 
ebenfalls Expressionserhöhungen nachgewiesen (Kaiserova et al. 2006; Spycher et al. 1997). 
Beim Abbau von Lipidperoxiden entstehen Lipidaldehyde, die zu Zellschäden beitragen 
können (Burg et al. 2007). Eines der häufigsten Lipidaldehyde ist 4-Hydroxynonenal (HNE), 
das durch die AR entgiftet wird (Srivastava et al. 1995). Bei Gewebezerstörung in entzündeten 
Arterien wird die AR-mRNA und -Proteinmenge erhöht, welche mit einer Kolokalisation von 
HNE verbunden ist (Rittner et al. 1999). In den Versuchen dieser Arbeit bewirkte die 
Kultivierung der RPE-Zellen in Anwesenheit von H2O2 ebenfalls eine signifikante Erhöhung der 
AR- und auch der SDH-Genexpression nach 24 h (Abb. 5d). Oxidativer Stress kann die AR 
auch posttranslational aktivieren. Beispielsweise aktivieren ROS im ischämischen Herz die AR 
durch Modifikation seiner Cysteinreste in Sulfonsäuren (Kaiserova et al. 2006). 
In weiteren Versuchen kam es unter CoCl2, welches chemische Hypoxie erzeugte, in den RPE-
Zellen zu einer stark signifikant erhöhten AR-Expression nach 24 h, während nach 2 und 6 h 
keine signifikante Expressionsveränderung zu beobachten war. Die durch chemische Hypoxie 
und hohes NaCl-induzierte Genexpression von AR war additiv (Abb. 5h). Dies legt nahe, dass 
die Induktion der AR-Genexpression unter beiden Bedingungen von unterschiedlichen 
Mechanismen bzw. Signalwegen reguliert wird. Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass 
verschiedene Signaltransduktionswege und Transkriptionsfaktoren die Effekte von chemischer 
Hypoxie und hohem extrazellulärem NaCl die Genexpression von AR regulieren.  
Eine erhöhte Glukosekonzentration induzierte eine geringe, aber signifikant erhöhte 
Genexpression von AR bereits nach 6 und 24 h Stimulationsdauer (Abb. 5b). Dieser Effekt 
wird durch Ergebnisse von Henry et al. (2000) bestätigt. Die Autoren verglichen die Effekte von 
diversen Hexose-Zuckern auf die AR-mRNA und Protein-Expression bei RPE-Zellen. Dabei 
war Glukose effektiver als alle anderen Zucker in Bezug auf die Induktion der AR-Expression. 
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Das kann die für den Diabetes typische Akkumulation von Sorbitol in den Zellen begünstigen. 
Untersuchungen von Chang et al. (2015) zeigen, dass die Hemmung der AR das RPE vor 
hyperglykämischen Schäden schützt. Damit könnte die AR Ziel für die Entwicklung von 
Arzneimitteln zur Linderung der Komplikationen bei Diabetes sein. 
5.1.2 Sorbitoldehydrogenase 
Die Genexpression des Sorbitol-konvertierenden Enzyms SDH in RPE-Zellen ist unter 
diversen Bedingungen unterschiedlich reguliert. Hohe extrazelluläre Glukose induziert initial 
eine Reduktion und später eine leichte Induktion der SDH-Genexpression (Abb. 5b). Die 
initiale Verringerung der SDH-Genexpression deutet daraufhin, dass die intrazelluläre 
Sorbitolakkumulation gefördert wird, während die langanhaltende Hochregulation der SDH-
Genexpression die Konversion von Sorbitol zu Fruktose unterstützt. Offenbar wechseln die 
Zellen von der Akkumulation zur Konversion von Sorbitol, wenn genügend Sorbitol produziert 
wurde, um den durch hyperglykämischen Bedingungen verursachten osmotischen Gradienten 
zu kompensieren. 
Die Genexpression von SDH wurde ebenfalls durch chemische Hypoxie und oxidativen Stress 
erhöht (Abb. 5c,d), nicht aber durch NaCl- oder Sucrose-induzierte Hyperosmolarität (Abb. 
5e,g). Diese Ergebnisse werden durch Grunewald et al. (1998) bestätigt. NaCl-induzierte 
extrazelluläre Hyperosmolarität veränderte die SDH-Proteinmenge in den RPE-Zellen nicht 
(Abb. 6a,d), wodurch die Ergebnisse auf RNA-Ebene bestätigt werden. Obwohl chemische 
Hypoxie eine erhöhte SDH-Genexpression verursachte (Abb. 5c), bewirkte es keine Erhöhung 
der SDH-Proteinmenge in den Zellen (Abb. 5a,d). Diese Daten lassen darauf schließen, dass 
extrazelluläre Hyperosmolarität, nicht aber Hypoxie zu einer Sorbitol-Akkumulation in RPE-
Zellen führen kann.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen die Annahme, dass eine Sorbitolakkumulation in 
RPE-Zellen bei osmotischem Stress auftritt, der durch erhöhte extrazelluläre Glukose, NaCl 
oder durch Zugabe von Sucrose zum Kulturmedium induziert wird. Bei langanhaltender hoher 
Glukosekonzentration oder unter Bedingungen, die nicht mit osmotischem Stress 
zusammenhängen, wie Hypoxie oder oxidativer Stress, wird Sorbitol zu Fruktose umgesetzt. 
Diese Hypothese ist in Übereinstimmung mit vorherigen Studien, die erhöhte Mengen an 
Sorbitol und Fruktose in der Retina von diabetischen Ratten nachwiesen (Asnaghi et al. 2003). 
In Asnaghis Studie konnten eine intensive Insulintherapie und Sorbinil als AR-Hemmer die 
Sorbitol- und Fruktoseakkumulation in Retinas diabetischer Ratten vermeiden. Die 
Insulinbehandlung beugte retinalen neuroglialen Abnormalitäten sowie der Fruktose- und 
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Sorbitolakkumulation vor, bei nur partieller Verbesserung der Hyperglykämie. Dies deutet 
daraufhin, dass in der Retina der Polyolweg nur bei Überschreitung eines glykämischen 
Grenzwerts aktiviert und pathogen ist. Die Autoren gehen davon aus, dass eine einfache bzw. 
mäßige Hyperglykämie nicht zu einer ausreichenden Polyolweg-Aktivierung führt, welche die 
Zellen schädigt. Deshalb gelang es nicht, für den AR-Hemmer Sorbinil einen günstigen Effekt 
zu zeigen. Anhand dieser Studie sowie der Ergebnisse dieser Arbeit, kann man schlussfolgern, 
dass die Hemmung des Polyolwegs maximale Wirkung erzielt, wenn seine Aktivität hoch ist, 
entweder als Konsequenz schwerer Hyperglykämie oder weil hohe AR-Level vorliegen. Diese 
Auffassung wird durch Untersuchungen an Linsen von Mäusen gestützt, die nur 10 % der AR-
Aktivität im Vergleich zu Ratten-Linsen aufweisen. In den Mäuse-Linsen wurde keine 
Akkumulation von Sorbitol oder Fruktose gefunden (Asnaghi et al. 2003). 
5.2 Intrazelluläre Signalwege regulieren die AR-Genexpression 
Mit den durchgeführten Versuchen sollten die intrazellulären Signalwege identifiziert werden, 
die bei hoher NaCl-Konzentration bzw. Hypoxie die Erhöhung der AR-Genexpression 
vermitteln. Bekannt ist, dass hohe NaCl-Konzentrationen die Aktivierung von verschiedenen 
intrazellulären Signaltransduktionswegen in RPE-Zellen, wie die p38-MAPK und ERK1/2 und 
damit die Expression des Wachstumsfaktors VEGF und des Wasserkanalproteins AQP5 
induziert (Arsenijevic et al. 2013; Hollborn et al. 2015). Der MAPK-Weg wird unter 
hyperosmolarem Stress aktiviert, was zu einer Induktion von bestimmten Zellzyklusproteinen 
und daraus folgend Zellyzyklusarrest und verminderter Zellproliferation führt (Arsenijevic et al. 
2013).  
Der JNK-Hemmer (SP600125) bewirkte unter unstimulierten Kontrollbedingungen sowie unter 
hyperosmolaren Bedingungen eine signifikante Erhöhung der AR-mRNA Expression (Abb. 
7a,b). Das weist daraufhin, dass JNK-Aktivität die AR-Genexpression unter Kontroll- und 
hyperosmolaren Bedingungen negativ reguliert. Im Gegensatz dazu trat unter hypoxischen 
Bedingungen eine verminderte AR-Expression durch den JNK-Inhibitor auf (Abb. 7c), was für 
eine erhöhte AR-Expression unter JNK-Aktivität spricht. Unter hoher extrazellulärer NaCl-
Konzentration sowie unter hypoxischen Bedingungen kam es in den durchgeführten 
Experimenten durch einen Inhibitor des p38-MAPK-Signalwegs, einen Inhibitor des ERK1/2-
Signalwegs sowie einen Inhibitor von PI3K zu einer signifikanten Verringerung der AR-
Expression (Abb. 7b,c). Daraus lässt sich schlussfolgern, dass diese intrazellulären 
Signalwege in der Vermittlung der NaCl- und Hypoxie-induzierten AR-Expression involviert 
sind. 
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Keine Effekte auf die NaCl-induzierte AR-Genexpression zeigten sich durch die Wirkung von 
Triamcinolonacetonid, den Caspase-1 Inhibitor Ac-YVAD-CHO und einen rekombinanten 
humanen IL-1 Rezeptorantagonisten (Abb. 7b). Unter CoCl2-Zugabe zeigte sich bei 
Triamcinolon-Gabe ebenfalls keine signifikante Veränderung der AR-mRNA-Expression (Abb. 
7c). Triamcinolonacetonid ist ein potentes synthetisches Kortikosteroid, das anti-
inflammatorische und anti-angiogene Aktivität besitzt (Kambhampati et al. 2015) und klinisch 
für die schnelle Auflösung von diabetischen Netzhautödemen verwendet wird (Fraser-Bell et 
al. 2008). Caspase-1 wird durch das Inflammasom aktiviert und katalysiert die proteolytische 
Reifung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-18. Die Sekretion dieser Zytokine 
kann zur Pyroptose führen, dem programmierten Zelltod, der durch Überaktivierung des 
Inflammasoms ausgelöst wird (Tseng et al. 2013). Es kann geschlussfolgert werden, dass eine 
Aktivierung des Inflammasoms keine Rolle bei der Aktivierung des AR-Gens unter 
hyperosmolaren Bedingungen spielt. 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Aktivierung zahlreicher intrazellulärer 
Signalwege bei der Induktion der AR-Genexpression eine Rolle spielt. Verschiedene 
intrazelluläre Signaltransduktionswege vermitteln die hyperosmolare und hypoxische 
Aktivierung des AR-Gens.  
5.3 Extrazelluläre Signalwege regulieren die AR-Genexpression 
Für die Untersuchung der extrazellulären Signalwege unter Kontroll-, hyperosmolaren und 
hypoxischen Bedingungen auf die AR-Genexpression wurden Inhibitoren folgender 
Rezeptorkinasen und MMPs verwendet: der Inhibitor des VEGF-Rezeptors-2 SU1498, 
Inhibitoren der PDGF-, EGF- und FGF-Rezeptortyrosinkinasen AG1296, AG1478 und 
PD173074 sowie Inhibitoren der TGFβ-1 Superfamilie Activin-Rezeptor-ähnlichen 
Kinaserezeptoren SB431542 und der MMP-Inhibitor 1,10-Phenanthrolin. Die Antagonisten des 
P2Y1-Rezeptors MRS2179 und des P2X7-Rezeptors A-438079 wurden unter Kontroll- und 
hyperosmolaren Bedingungen getestet.  
Die Hemmung des VEGF-Rezeptors-2 erhöhte die AR-Genexpression unter iso-osmotischen 
Bedingungen (Abb. 8a). Das deutet daraufhin, dass RPE-Zellen konstitutiv VEGF sezernieren, 
welches autokrin bzw. parakrin VEGF-Rezeptoren aktiviert. Die autokrine Aktivierung resultiert 
in einer Suppression der AR-Genexpression. Wirkstoffe, die die VEGF-Aktivität hemmen, 
werden klinisch schon für die Behandlung des diabetischen Makulaödems verwendet (Virgili 
et al. 2014). Anti-VEGF-Therapien könnten auch die AR-Menge in RPE-Zellen beeinflussen.  
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Dieser Effekt der VEGF-Rezeptor-Blockade wurde auch unter hyperosmolaren Bedingungen 
festgestellt. Hier verstärkte die Hemmung des VEGF-Rezeptors die AR-mRNA-Expression 
signifikant im Vergleich zu NaCl unter Kontrollbedingungen (Abb. 8b), was auf eine Hemmung 
der AR-mRNA Expression durch den VEGF-Rezeptor auch bei hoher extrazellulärer 
Osmolarität hindeutet. Vergleichbare Ergebnisse wurden außerdem durch den FGF-
Rezeptortyrosinkinasen-Inhibitor nachgewiesen. Diese Beobachtung lässt schließen, dass 
eine Aktivierung von FGF-Rezeptoren die AR-mRNA Expression supprimiert.  
Die Inhibitoren des TGFβ1-Rezeptors und der MMP verminderten die NaCl-induzierte AR-
Expression. Das weist daraufhin, dass die hyperosmolare AR-Genexpression zum Teil durch 
die Sekretion von TGFβ und entsprechend durch autokrine bzw. parakrine Aktivierung der 
spezifischen Rezeptoren vermittelt wird. Die Aktivierung von MMP könnte dabei für die  
Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus der extrazellulären Matrix von Bedeutung sein. Diese 
Funktion der MMP ist für TGFβ bereits beschrieben (Yu und Stamenkovic 2000). Somit können 
hyperosmolare Verhältnisse wegen der Induktion der Transkription angiogener Faktoren auch 
die Bildung von neuen Gefäßen begünstigen.  
Unter hypoxischen Bedingungen wurde die Erhöhung der AR-Genexpression durch die 
Wirkung der Hemmer der PDGF-, EGF- und TGFβ 1-Rezeptoren signifikant verringert (Abb. 
8c). Daraus ist zu schließen, dass die hypoxische Stimulation der AR-Genexpression durch 
auto- bzw. parakrine Aktivierung von PDGF-, EGF- und TGFβ-Rezeptoren reguliert wird. Keine 
Rolle spielen hierbei VEGF- und FGF-Rezeptoren sowie die Aktivität von MMPs.  
5.4 Transkriptionsfaktoren regulieren die AR-Genexpression 
Die Regulation der Expression der AR durch die Transkriptionsfaktoren HIF-1, STAT3 und 
NFκB wurde mithilfe der spezifischen Inhibitoren HIF-Inhibitor, Stattic und CAPE getestet.  
Hollborn (2015) beschreibt eine vermehrte HIF-1α-Genexpression unter hyperosmolaren 
Bedingungen. Für die AR-Genexpression konnte unter hyperosmolaren Bedingungen weder 
eine regulatorische Funktion für die Transkriptionsfaktoren HIF-1 noch für die anderen beiden 
Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden (Abb. 9b). HIF-1 ist der hauptsächliche 
Transkriptionsfaktor, der die Expression von Zielgenen unter hypoxischen Bedingungen 
bewirkt (Ceradini et al. 2004; Iyer et al. 1998; Kelly et al. 2003). Wenn es unter ischämischer 
Hypoxie in der Retina zu einer vermehrten HIF-1α-Bildung kommt, wird auch vermehrt VEGF 
freigesetzt, welches zu Neovaskularisationen führen kann (Gao et al. 2017). Sayed und 
Mahmoud (2016) fanden jüngst eine starke Korrelation zwischen den Serumleveln von HIF-1α 
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und Patienten, die eine DR entwickelten. In den Experimenten dieser Arbeit konnte unter 
chemischer Hypoxie eine verminderte AR-Genexpression durch einen HIF-1-Inhibitor 
nachgewiesen werden (Abb. 9c), was für eine verstärkte AR-Genexpression unter HIF-1 
spricht. Die vermehrte AR-Genexpression unter HIF-1 scheint demzufolge nach also an der 
Pathogenese der DR beteiligt zu sein. 
In den Versuchen unter chemischer Hypoxie führte die Inhibition des Transkriptionsfaktors 
STAT3 zu einer verminderten AR-Genexpression, was für eine erhöhte AR-Expression unter 
STAT3 spricht  (Abb. 9c). STAT3 ist Mitglied des JAK-STAT-Signalwegs und spielt als 
Transkriptionsfaktor bei der Induktion verschiedener Zytokine eine Rolle (Bromberg und 
Darnell 2000). Z. B. fungiert STAT3 als Transkriptionsfaktor für pro-inflammatorische Gene 
nach Stimulierung mit IL-6 (Heinrich et al. 2003), welches für eine erhöhte endotheliale 
Permeabilität sorgt  (Yun et al. 2017). In einem Mausmodell für Laser-induzierte chorioidale 
Neovaskularisation konnte eine Funktion von STAT3 bei der Induktion von ICAM-1, MCP-1 
und VEGF und damit eine Rolle bei der Entstehung einer CNV nachgewiesen werden (Izumi-
Nagai et al. 2007). In verschiedenen Studien mit Maus- und Rattenmodellen sah man bei 
erhöhter STAT3-Aktivität eine Progression der DR (Chen et al. 2012; Li et al. 2011; VanGuilder 
et al. 2011), was unter Berücksichtigung der gewonnenen Erkenntnisse über die AR-
Genregulation durch STAT3 einen weiteren Hinweis auf den Zusammenhang zwischen AR 
und der diabetischen Retinopathie liefert. Einige Studien konnten darüber hinaus zeigen, dass 
die Inhibierung von STAT3 in einigen entzündlichen Augenerkrankungen protektiv wirkt 
(Escobar et al. 2013; Okamoto et al. 2016; Vanlandingham et al. 2017; Wong et al. 2015; Yu 
et al. 2012). 
Unter unstimulierten Kontrollbedingungen war die AR-Genexpression in der Gegenwart eines 
NFκB-Inhibitors erhöht, was daraufhin deutet, dass NFκB-Aktivität die AR-Expression inhibiert. 
Unter hyperosmolaren oder hypoxischen Bedingungen scheint NFκB keine Rolle bei der AR-
Regulation zu spielen. NFκB wird vor allem durch erhöhten oxidativen Stress und glykierte 
Reaktionsprodukte (AGE)-Bildung aktiviert (Glomb und Monnier 1995; Schmidt et al. 1995; 
Stitt et al. 1997). Er ist als Haupt-Transkriptionsfaktor für die Genexpression von Zytokinen, 
die an inflammatorischen Zellantworten beteiligt sind sowie für seine Funktion bei der 
Pathogenese der DR bekannt (Bringmann et al. 2016; Yin et al. 2017).  
Um die Funktion des Transkriptionsfaktors NFAT5 bei der Regulation der AR-Genexpression 
zu ermitteln, wurden die RPE-Zellen mit spezifischer siRNA gegen NFAT5 transfiziert, um 
dessen Translation und damit seine Aktivität zu hemmen. Eine unspezifische siRNA (siNon) 
diente als Kontrolle. Im hyperosmolaren Medium kam es durch die Wirkung von siNFAT5 zu 
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einer signifikanten Verringerung des zellulären Gehalts an NFAT5- und AR-mRNA, während 
die unspezifische siNon keinen Effekt zeigte (Abb. 10a). Diese Ergebnisse unterstreichen u. a. 
die Aussage von Cheung und Ko (2013), welche NFAT5 eine wichtige Funktion bei der 
zellulären Anpassung an hyperosmolaren Stress zuschrieben. Außerdem lassen sich 
Hollborns (2015) Resultate, dass hohes extrazelluläres NaCl eine erhöhte NFAT5-Gen- und 
Protein-Expression induziert, bestätigen. 
Unter hypoxischen Bedingungen führte die spezifische siNFAT5 ebenfalls zu einer 
Verringerung der NFAT5-mRNA, während die unspezifische siNon keine Veränderung der 
Genexpression von NFAT5 bewirkte. Die Hypoxie-induzierte AR-Genexpression wird 
unabhängig von der NFAT5-Aktivität reguliert, da kein Effekt durch die NFAT5-siRNA unter 
diesen Bedingungen festgestellt werden konnte.  
Bestätigt werden diese Ergebnisse durch Untersuchungen von Park et al. (2014). Die Autoren 
fanden eine Zunahme an AR-Protein in der Retina bei einem Mausmodell für Diabetes mellitus 
und bei einer RPE-Zelllinie (ARPE19), die in hyperglykämischem Medium kultiviert wurde. 
Eine siRNA gegen NFAT5 reduzierte diesen Effekt signifikant. Aus ihren Ergebnissen 
schlussfolgerten die Autoren, dass eine Reduktion von NFAT5 anti-apoptotische Effekte hat, 
was auf eine Funktion von NFAT5 bei der retinalen Degeneration schließen lässt. Danach 
könnte NFAT5 durchaus nicht nur als Faktor, der das Überleben von Zellen unter 
hyperosmolaren Bedingungen gewährleistet, angesehen werden. 
5.5 Einfluss von AR- und NFAT5-Aktivität auf die Zellvitalität und  
-proliferation 
In renalen Zellen ist die hyperosmolare NFAT5-Aktivierung, die in einer erhöhten Menge an 
NFAT5 und Translokation zum Kern resultiert, langsam und benötigt normalerweise 24-48 
Stunden für die volle Aktivierung (Miyakawa et al. 1999). In kultivierten RPE-Zellen wurde eine 
Hochregulation des NFAT5-Gens und der Proteinexpression nach 6 Stunden Stimulation mit 
hohem extrazellulären NaCl beobachtet (Hollborn 2015).  
Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass eine hohe extrazelluläre Osmolarität einen moderaten 
Abfall der RPE-Zellvitalität (Abb. 11a) und einen starken Abfall der Proliferationsrate (Abb. 12a) 
bewirkt. Diese Ergebnisse stimmen mit Studien überein, die zeigten, dass hohe extrazelluläre 
Osmolarität einen Zellzyklusarrest in verschiedenen Zellsystemen, einschließlich RPE-Zellen, 
induziert (Arsenijevic et al. 2013; Mylari et al. 1991). Chemische Hypoxie veränderte die RPE-
Zellvitalität wiederum nicht (Abb. 11a), aber verminderte stark die Zellproliferation (Abb. 12a).  
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Hemmung der AR-Aktivität oder Ausschalten der NFAT5-Aktivität verminderte die Zellvitalität 
(Abb. 11b,c) und reduzierte die Zellproliferation (Abb. 12b,c) unter hyperosmolaren 
Bedingungen. Eine signifikante Veränderung der Zellvitalität wurde unter hypoxischen 
Bedingungen nicht beobachtet. Die Ergebnisse führen zur Annahme, dass NFAT5- und AR-
Aktivität benötigt werden, um die RPE-Zellvitalität und ein bestimmtes Level der RPE-
Zellproliferation unter osmotischem Stress zu erhalten. Daraus kann geschlossen werden, 
dass eine Hemmung von NFAT5 die osmotische Schädigung von RPE-Zellen durch 
Zellzyklusarrest verstärkt, während Zellvitalität und -proliferation unter hypoxischen 
Bedingungen nicht durch NFAT5 reguliert wird. Die vorliegenden Ergebnisse, die eine 
protektive Funktion der NFAT5-Aktivität bei osmotischem Stress zeigen, stehen im Gegensatz 
zur Studie von Park et al. (2014). Deren Ergebnisse zeigten, dass das Ausschalten von NFAT5 
protektive Effekte in RPE-Zellen unter hoher Glukosekonzentration hat. Die Gründe für die 
verschiedenen Befunde sind unklar und könnten mit verschiedenen Stimulationsbedingungen 
zusammenhängen. Park et al. (2014) zeigten, dass durch das Ausschalten von NFAT5 die 
Expression von AR, PKCδ und dem pro-apoptotischen Bax reduziert wurde, während das anti-
apoptotisch wirkende Bcl2 verstärkt gebildet wurde. Somit könnte eine NFAT5-Blockade der 
Pathogenese der DR vorbeugen und sie schlugen deshalb vor, dass die kombinierte 
Hemmung von NFAT5 und AR ein effektiver Weg sein könnte, um die Sorbitolakkumulation zu 
reduzieren. Die Autoren der Studie stellten die Hypothese auf, dass die Sorbitolakkumulation, 
die durch die AR-Enzymaktivität bewirkt wird, den osmoresponsiven Transkriptionsfaktor 
NFAT5 induziert. Dieser induziert eine erhöhte AR-Expression (Handler und Kwon 2001).  
Die Versuchsergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass bei DR eine NFAT5-induzierte 
Expression von AR protektiv wirkt, weil eine intrazelluläre Akkumulation von Sorbitol den 
osmotischen Gradienten kompensiert. Andererseits könnte ein erhöhter Glukoseabbau über 
den Polyolweg, der durch die verstärkte Expression von AR und SDH verursacht wird, 
schädliche Wirkungen auf das retinale Zellüberleben haben. Über eine Induktion von 
oxidativem bzw. nitrosativem Stress und die Produktion von Entzündungsmediatoren (Fu et al. 
2007; Kubo et al. 2004; Miwa et al. 2003; Virgili et al. 2014) kann es zur osmotischen 
Zellschwellung kommen (Bringmann et al. 2005). Die Bedeutung der Aktivierung des 
Polyolwegs als Auslöser des retinalen Zelltodes unter hyperglykämischen Bedingungen muss 
in zukünftigen Untersuchungen aufgeklärt werden.  
5.6 Hypoxie-induzierte SDH-Genexpression 
Unter Kontrollbedingungen verursachte die Hemmung von JNK durch SP600125 eine 
signifikante Erhöhung der SDH-Genexpression. Das bedeutet, dass JNK die SDH-
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Genexpression hemmt (Abb. 13a). Ähnliche Effekte hatten unter Kontrollbedingungen der 
Hemmer des VEGF-Rezeptors-2 (SU1498) und der NFκB-Hemmer CAPE. Dies lässt darauf 
schließen, dass auto- bzw. parakrine VEGF-Signalwege und NFκB-Aktivität die Expression 
des SDH-Gens unter Kontrollbedingungen hemmen.   
Die Versuche zeigten, dass die SDH-Genexpression unter hypoxischen Bedingungen durch 
PI3K reguliert wird. Die Hemmung der anderen untersuchten Signalwege hatten keine 
signifikanten mRNA-Veränderungen zur Folge (Abb. 13b). Das Kortikosteroid Triamcinolon, 
das die Möglichkeit zur Therapie von Gefäßneubildungen bietet (Danis et al. 2000; Gillies et 
al. 2006), reduzierte unter hypoxischen Bedingungen die SDH-mRNA-Expression signifikant 
(Abb. 13b).  
Die Hypoxie-induzierte SDH-Genexpression wurde durch die Hemmer der PDGF- bzw. EGF-
Rezeptortyrosinkinasen signifikant gehemmt. Somit liegt eine auto- bzw. parakrine Aktivierung 
von PDGF- und EGF-Rezeptoren, die die hypoxische Induktion der SDH-Genexpression 
vermitteln, nahe. Die Inhibitoren der anderen getesteten extrazellulären Signalwege zeigten 
keine signifikanten Expressionsveränderungen der SDH. 
Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Transkriptionsfaktoren HIF-1 und STAT3 bei der 
Regulation der Hypoxie-induzierten SDH-Genexpression eine Rolle spielen, während NFκB 
die SDH-Genexpression nicht beeinflusst. 
5.7 Diskussion der Methodik 
Um die Experimente durchzuführen, wurden in dieser Arbeit humane RPE-Zellen verwendet, 
die aus Augen von Organspendern isoliert und kultiviert wurden. Dabei wurde darauf geachtet, 
dass die Entnahme max. 48 h nach Todeseintritt erfolgte und auch die folgenden Schritte ohne 
Zeitverzug stattfanden, damit eine größtmögliche Vitalität der Zellen gewährleistet werden 
konnte. 
Außerdem wurden ausschließlich Zellen kultiviert, die maximal 5-mal passagiert wurden. Dies 
ist wichtig, um unnötige pathologische Zellveränderungen und den Verlust der RPE-
spezifischen Eigenschaften durch die jeweilige Kultivierung zu vermeiden. Die durchgeführten 
in-vitro-Experimente an RPE-Zellen sind gut geeignet, um zelluläre und molekulare Vorgänge 
zu untersuchen und werden für andere Fragestellungen ebenfalls von vielen 
Forschungsgruppen genutzt.  
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Zur Methodik der Trypanblau-Messmethode kann man mögliche Fehlerquellen diskutieren. 
Dieses Verfahren beruht auf dem Auszählen lebender und toter Zellen unter dem Mikroskop. 
Um eine repräsentative Zellzahl zu ermitteln, ist es wichtig, dass die Zellsuspension vor der 
Bestimmung gut durchmischt wird, damit weder falsch hohe noch falsch niedrige Zellzahlen 
entstehen. Um Fehler so gering wie möglich zu halten, erfolgte außerdem jeweils eine 
Dreifachauszählung zur Zellzahlbestimmung. 
5.8 Klinische Relevanz der gewonnenen Ergebnisse 
Für die Versuche unter hyperosmolaren Bedingungen wurde eine Dosis-Wirkungs-Analyse 
durchgeführt, um die Abhängigkeit verschiedener Konzentrationen auf die klinischen Effekte 
zu überprüfen. Insbesondere sollte ermittelt werden, ob sich die Erhöhung der AR-mRNA-
Expression durch erhöhte Stimulationsdauer auch bei schrittweise gesteigerter NaCl-
Konzentration zeigt. Es konnte ein dosisabhängiger Effekt von extrazellulärem NaCl auf die 
zelluläre Menge an AR-mRNA nachgewiesen werden (Abb. 5f). Es wird allgemein 
angenommen, dass die höchste pathologische Blutosmolarität im Menschen bei ca. 360 
mOsm/kg liegt, was durch Zugabe von 40 mM NaCl zum Kulturmedium erreicht werden kann 
(Kleinewietfeld et al. 2013; Wu et al. 2013). Jedoch könnte die lokale extrazelluläre NaCl-
Konzentration im Interstitium deutlich höher, zwischen 160-250 mM, als die NaCl-
Konzentration im Blut von ca. 140 mM liegen (Go et al. 2004; Machnik et al. 2009). Deshalb 
sind die vorliegenden Ergebnisse unter Zugabe von 100 mM NaCl auch klinisch relevant und 
mit in vivo Bedingungen vergleichbar. 
5.9 Aktueller Forschungsstand der Therapie mit AR-Inhibitoren 
Verschiedene AR-Inhibitoren wurden über die letzten 3 Jahrzehnte entwickelt und untersucht. 
Nachdem in Tierversuchen bei Ratten (Robison et al. 1995) und Hunden (Neuenschwander et 
al. 1997) mit diesen Inhibitoren retinale Mikroangiopathien und Perizytendegeneration in 
frühen Stadien der DR verhindert werden konnten (Grewal et al. 2016), erhoffte man sich 
ähnliche Wirkungen beim Menschen. Die Therapie der DR mittels AR-Inhibitoren ist jedoch 
bisher nicht ausreichend erfolgversprechend (Grewal et al. 2016). Die gegensätzlichen Effekte 
der Sorbitolproduktion in Abhängigkeit von der Höhe und der Dauer der extrazellulären 
Osmolaritätserhöhung könnte die eingeschränkte Wirksamkeit von AR-Inhibitoren in der 
Behandlung der DR erklären (Ryan 2007). In dieser Arbeit konnte eine schützende Funktion 
der Sorbitolproduktion auf die RPE-Zellen durch AR unter salzreichen Bedingungen gezeigt 
werden. Aus den Versuchen mit diabetischen Hunden sah man, dass die retinalen Sorbitol-
Level bei leichter Hyperglykämie nur minimal erhöht waren, sodass man schlussfolgern 
könnte, dass der Polyolweg nur gering aktiviert wurde. Der AR-Inhibitor Sorbinil zeigte hier 
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keinen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung der DR. Anhand dieser Argumentation würde 
die Inhibierung des Polyolwegs mit AR-Inhibitoren nur bei starker Aktivierung durch eine 
ausgeprägte Hyperglykämie Erfolg versprechen (Asnaghi et al. 2003).  
In großen klinischen Studien musste festgestellt werden, dass die AR-Inhibitoren beim 
Menschen keine signifikanten Wirkungen auf die Entwicklung der DR zeigten. Vielmehr 
entwickelten die Patienten schwerwiegende Nebenwirkungen wie Leber- oder Nierenschäden 
(Joussen et al. 2003; Ryan 2007). Trotzdem wird weiterhin nach effektiveren Inhibitoren ohne 
signifikante Nebenwirkungen gesucht (Lorenzi 2007). 
5.10 Zusammenfassende Darstellung der Regulation der Polyolweg-
Enzyme und Ausblick 
Das Wissen über die Regulation der AR trägt zum Verständnis der Pathogenese der DR bei, 
woraus sich neue Therapiemöglichkeiten ableiten lassen. Schon Vinores et al. (1988) 
erkannten, dass die AR-Expression mit der Schwere und Dauer der Erkrankung über den 
Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke korreliert. 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass eine hohe extrazelluläre Osmolarität die 
Expression vom Sorbitol-produzierenden, aber nicht vom Sorbitol-konvertierendem Enzym in 
RPE-Zellen (Abb. 5e,g und Abb. 6a,c,d) induziert. Beide Veränderungen können die 
Sorbitolproduktion stimulieren, welche durch Kompensation des osmotischen Gradienten die 
Vitalität von RPE-Zellen unter hyperosmolaren Zellen erhöht (Abb. 11b,c). Jedoch kann die 
Überproduktion von Sorbitol zu osmotischen Zellschäden führen. 
Nach den Ergebnissen dieser Arbeit kann man sich die Regulation der AR- bzw. SDH-
Genexpression wie folgt vorstellen: Unter unstimulierten Kontrollbedingungen (Abb. 14a) wird 
in den RPE-Zellen konstant VEGF sezerniert, welches wiederum VEGF-Rezeptoren auto- 
bzw. parakrin stimuliert. Die Aktivierung von VEGF-Rezeptoren führt zur Aktivierung von JNK 
und NFκB, was zu einer Suppression der AR- und SDH-Genexpression führt. 
Unter hyperosmolaren Bedingungen (Abb. 14b) wird die AR-Genexpression durch auto- bzw. 
parakrin wirkendes TGFβ vermittelt. Unter anderem werden MMPs aktiviert, die TGFβ 
freisetzen, welches dann über die Aktivierung der spezifischen Rezeptortyrosinkinase zur 
Aktivierung von intrazellulären Signalwegen wie p38 MAPK, ERK1/2 und PI3K in den RPE-
Zellen beiträgt.  
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Laut Bringmann et al. (2016) induziert hohes extrazelluläres Salz eine erhöhte 
Phosphorylierung von p38-MAPK und ERK, was mit einer erhöhten Expression von 
verschiedenen pro-angiogenen Wachstumsfaktor-Genen assoziiert ist. Diese Ergebnisse 
unterstützen die Annahmen dieser Arbeit. Es wurde zudem von Miranda et al. (2012) 
beschrieben, dass p38-MAPK bei Diabetes-Patienten im Vergleich zu Patienten ohne Diabetes 
signifikant erhöht waren. Andere Studien zeigten eine erhöhte ERK-Aktivierung bei Diabetes 
(Fernyhough et al. 1999; Tomlinson 1999; Zatechka et al. 2003). 
Die oben beschriebenen intrazellulären Signalwege aktivieren den Transkriptionsfaktor 
NFAT5, welcher letztendlich zu einer verstärkten Expression der AR-mRNA und des AR-
Proteins führt, was in einer Aktivierung des Polyolwegs resultiert. Mit der vorliegenden Arbeit 
kann man somit schlussfolgern, dass sich eine kochsalzreiche Ernährung auf die Pathogenese 
Abb. 14: Schematische Zusammenfassung der Signaltransduktionswege, die in der 
hyperosmotischen Expression der AR in RPE-Zellen involviert sind. a Unter unstimulierten 
Kontrollbedingungen inhibieren auto- bzw. parakrine VEGF-Signalwege und Aktivitäten 
von JNK und NFκB die Expression der AR- und SDH-Gene. b Hohes extrazelluläres NaCl 
induziert die AR-Genexpression, die von auto- bzw. parakrinen TGF-β-Signalwegen und 
den Aktivitäten von Matrix-Metalloproteinasen, p38-MAPK, ERK1/2, PI3K und NFAT5 
reguliert wird. Auto- bzw. parakrine VEGF- und FGF-Signalwege sowie JNK-Aktivität 
reduzieren die AR-Genexpression, die von hohem NaCl induziert wird.  
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der DR stimulierend auswirkt. Unter hyperosmolaren Bedingungen wird über auto- und 
parakrine VEGF- und FGF-Signalwege und die Aktivierung der JNK die AR-Genexpression 
vermindert (Abb. 14b). Snow et al. (2015) fanden in diabetischen Linsen von Ratten, dass eine 
AR-Überexpression zu einer verminderten JNK-Aktivität führte. 
Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein Mechanismus, durch den eine hohe 
Salzaufnahme die Entwicklung einer DR stimuliert, ein direkter Effekt erhöhter extrazellulärer 
Osmolarität auf RPE-Zellen, unabhängig vom Bluthochdruck, ist. 
Eine Hemmung der AR beugte der Aktivierung von JNK, p38-MAPK und PKC vor, was zeigt, 
dass AR eine wichtige Rolle im glukosevermittelten Zelltod spielt (Ramana et al. 2003; Zhang 
et al. 2012). Es bleibt zu untersuchen, ob eine AR-Hemmung verschiedene Effekte auf die 
Zellvitalität in Abhängigkeit vom Grad oder der Dauer der extrazellulären Osmolaritäts-
zunahme und unter unterschiedlichen pathogenen Bedingungen hat. 
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Die diabetische Retinopathie (DR) gilt als häufigste chronische mikrovaskuläre Komplikation 
bei Diabetes mellitus sowie als häufigste Erblindungsursache bei Erwachsenen im Arbeitsalter 
in Industrieländern. Die diabetische Stoffwechsellage führt langfristig zu Schädigungen des 
Gefäßendothels, was den Zusammenbruch der Blut-Retina-Schranke verursachen kann. Die 
Entwicklung eines diabetischen Makulaödems mit Ablagerung von harten Exsudaten steht 
ebenfalls in engem Zusammenhang mit Sehverlusten.  
Die wichtigsten Risikofaktoren der DR sind eine Hyperglykämie sowie systemische 
Hypertonie. Hauptursache für die diabetische Degeneration der Retina ist die Aktivierung des 
Polyolwegs, der bei erhöhter Glukose-Konzentration vermehrt abläuft. Im ersten Schritt 
entsteht durch die Aktivität der Aldosereduktase (AR) aus Glukose Sorbitol, das bei 
diabetischer Stoffwechsellage akkumuliert und toxisch auf die Retinazellen wirkt. Im zweiten 
Schritt des Polyolwegs wird durch die Sorbitoldehydrogenase Sorbitol in Fruktose 
umgewandelt. 
Durch diätetische Kochsalz (NaCl)-Aufnahme erhöht sich die extrazelluläre Osmolarität und 
bewirkt dadurch akute Blutdruck-Erhöhungen. Bluthochdruck führt über erhöhten Blutfluss und 
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Endothelzellschäden zur Progression der DR. Als Therapie sind derzeit Anti-VEGF-
Medikamente, Laserphotokoagulation und intravitreal applizierte Kortikosteroide bekannt.  
Das retinale Pigmentepithel (RPE) bildet die äußere Blut-Retina-Schranke (BRS) und hat 
vielfältige Funktionen für das Sehen. Es absorbiert Licht, phagozytiert Außensegmente der 
Fotorezeptoren, transportiert Nährstoffe und Ionen, trägt zur Ionenhomöostase und pH-
Regulation bei, wandelt all-trans-Retinal für den Sehzyklus um und sezerniert verschiedene 
Signalmoleküle. Die Ruptur der BRS, die bei der DR beobachtet wird, kann zu erhöhter lokaler 
extrazellulärer Osmolarität durch Metabolit- und Ioneneinstrom und damit hyperosmolaren 
Stress im RPE führen. Die Plasmaosmolarität hängt vor allem vom NaCl-Spiegel im Blut ab. 
Reguliert wird die hohe extrazelluläre Ionenkonzentration durch organische Osmolyte, die den 
intrazellulären osmotischen Druck erhöhen. Dies führt zu einer Kompensation des 
osmotischen Gradienten über der Zellmembran und somit zu einer Stabilisierung des 
Zellvolumens. Unter anderem wird vermehrt Sorbitol produziert, welches in den RPE-Zellen 
akkumuliert. Durch Aktivierung des Polyolwegs kann es dadurch bei der DR zu 
Zellschädigungen kommen. Hyperosmolarer Stress verändert außerdem den transepithelialen 
Widerstand, das Netzhautpotenzial, die RPE-Zellzahl sowie die Proliferation und 
Zellzyklusphasen. Durch hohe NaCl-Spiegel werden vermehrt angiogene Wachstumsfaktoren 
exprimiert, die zu chorioidalen Neovaskularisationen beitragen. Schließlich kann der erhöhte 
osmotische Druck in der Retina zu einer exsudativen Netzhautablösung und zu retinalen 
Ödemen führen, wodurch das Sehen stark beeinträchtigt wird.  
NFAT5 ist der hauptsächliche Transkriptionsfaktor, der die Genexpression in Reaktion auf 
hyperosmotischen Stress reguliert. NFAT5 wird unter hypertonen Bedingungen aktiviert und 
führt zu einer gesteigerten AR-Expression, wodurch die Sorbitol-Produktion stimuliert wird. Es 
gibt Hinweise, dass eine erhöhte extrazelluläre Osmolarität über eine Aktivierung von NFAT5 
die Pathogenese der DR fördert. Deshalb befasst sich diese Arbeit mit der Untersuchung der 
Wirkung hoher extrazellulärer NaCl-Konzentrationen auf die Gen- und Proteinexpression der 
Sorbitolproduzierenden und -umwandelnden Enzyme, Aldosereduktase und Sorbitol-
dehydrogenase (SDH), sowie mit der Rolle des Transkriptionsfaktors NFAT5 bei kultivierten 
humanen RPE-Zellen.  
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Es ergaben sich folgende Ziele: 
• Regulation der Expression von AR und SDH unter verschiedenen pathogenen 
Bedingungen wie Hyperglykämie, Hypoxie, oxidativer Stress, extrazelluläre 
Hyperosmolarität 
• Funktion intra-und extrazellulärer Signalwege und Transkriptionsfaktoren bei der AR- 
und SDH-Genexpression unter hyperosmolaren bzw. hypoxischen Bedingungen 
• Rolle der AR- und NFAT5-Aktivitäten für die Vitalität und das Proliferationsverhalten der 
RPE-Zellen unter hyperosmolaren und hypoxischen Bedingungen 
Zur Bestimmung der Genexpression der Enzyme wurden PCR-Experimente durchgeführt. Die 
AR-Genexpression in RPE-Zellen wurde durch hohe extrazelluläre Glukose (25 mM), CoCl2-
induzierte chemische Hypoxie (150 μM), H2O2-induzierten oxidativen Stress (20 μM) und NaCl- 
oder Sucrose-induzierte extrazelluläre Hyperosmolarität erhöht. Durch die gleichzeitige 
Stimulation mit NaCl und CoCl2 wurde die AR-Genexpression additiv erhöht, was dafür spricht, 
dass (teilweise) verschiedene intrazelluläre Signalwege die Genexpression unter 
hyperosmolaren und hypoxischen Bedingungen vermitteln. Extrazelluläre Hyperosmolarität, 
aber nicht Hypoxie, erhöhte außerdem die AR-Proteinmenge, die mittels Western-Blot-Analyse 
bestimmt wurde.  
Um zu ermitteln, welche Signalwege und Transkriptionsfaktoren die Expressionen von AR und 
SDH vermitteln, wurden jeweils spezifische Inhibitoren eingesetzt. Dabei wurde festgestellt, 
dass unter Kontroll- und hyperosmolaren Bedingungen die JNK-Aktivität die AR-Expression 
erhöht, was auf eine hemmende Funktion des Signalwegs hindeutet. Die Hemmung der p38-
MAPK, ERK1/2 und PI3K-Signalwege reduzierten die Expression des AR-Gens bei 
extrazellulärer Hyperosmolarität und Hypoxie, was nahelegt, dass diese Signalwege die AR-
Genexpression verstärken. Zudem ist die JNK-Aktivität unter hypoxischen Bedingungen an 
der Vermittlung der NaCl-induzierten AR-Genexpression beteiligt.  
Es ist bekannt, dass extrazelluläre Hyperosmolarität die Sekretion von angiogenen 
Wachstumsfaktoren wie VEGF, bFGF und TGFβ aus RPE-Zellen induziert. Deshalb wurde 
untersucht, ob eine Aktivierung von Rezeptoren für diese Wachstumsfaktoren für die NaCl-
induzierte AR-Genexpression in RPE-Zellen notwendig ist. Die Hemmung des 
VEGF-Rezeptors 2 erhöhte unter Kontrollbedingungen die AR-Genexpression. Dies deutet 
daraufhin, dass RPE-Zellen unter Kontrollbedingungen kontinuiertlich VEGF freisetzen. Unter 
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hyperosmolaren Bedingungen wurde die Expression des AR-Gens durch einen Hemmer von 
Rezeptoren für TGFβ1 sowie einen Hemmer von MMPs vermindert. Die AR-mRNA wurde 
durch die Hemmung des VEGF Rezeptor-2 und der FGF-Rezeptortyrosinkinase vermehrt 
exprimiert. Dies deutet auf eine negative Regulation der AR-Expression unter hyperosmolaren 
Bedingungen durch auto- bzw. parakrine Aktivierung von VEGF- und FGF-Rezeptoren hin. 
Unter hypoxischen Bedingungen vermitteln die PDGF- und EGF-Rezeptortyrosinkinasen und 
die Kinaserezeptoren für TGFβ1 die AR-Genexpression. 
Für die Rolle von Transkriptionsfaktoren an der Regulation der AR wurde gezeigt, dass NFκB 
unter Kontrollbedingungen die AR-Expression hemmt. Unter hypoxischen Bedingungen 
konnte eine Rolle von HIF-1 und STAT3 bei der Erhöhung der AR-Genexpression 
nachgewiesen werden. Die verwendeten Transkriptionsfaktorhemmer hatten unter 
hyperosmolaren Bedingungen keinen Effekt auf die AR-Expression. 
Für die Untersuchung der NFAT5-Aktivität wurde der Transkriptionsfaktor mit Hilfe einer siRNA 
ausgeschaltet. Die Transfektion mit der NFAT5-siRNA reduzierte unter hyperosmolaren sowie 
hypoxischen Bedingungen die NFAT5-Expression in den RPE-Zellen um etwa 60 %. Diese 
verringerte NFAT5-Aktivität bewirkte eine Reduktion der AR-Expression unter hyperosmolaren 
Bedingungen, aber nicht unter Hypoxie. Die AR-Genexpression scheint spezifisch unter 
hyperosmolaren Bedingungen durch NFAT5 reguliert zu werden. 
Um zu untersuchen, wie sich die NFAT5- bzw. die AR-Aktivität auf das Überleben und die 
Proliferation von RPE-Zellen auswirkt, wurde NFAT5 mittels siRNA ausgeschaltet und die AR-
Aktivität mit dem spezifischen Inhibitor EBPC gehemmt. Die Herunterregulation der NFAT5-
Expression oder die Inhibition der AR-Aktivität verminderte die Zellvitalität unter 
hyperosmolaren, aber nicht unter hypoxischen Bedingungen und verstärkte die hyperosmolare 
Hemmung der Zellproliferation. Dies deutet darauf hin, dass eine Herunterregulation der 
NFAT5-Expression den Zellzyklusarrest unter hyperosmolaren Bedingungen verstärkt, 
während die Aktivität der AR protektiv auf die Zellen wirkt. 
Die SDH-Genexpression wurde durch Hypoxie und oxidativen Stress, nicht aber durch 
extrazelluläre Hyperosmolarität erhöht. Hyperosmolarität und Hypoxie veränderten die SDH-
Proteinmenge in den Zellen nicht. Unter Kontrollbedingungen verringerte die Aktivität der JNK 
die SDH-Genexpression. Der PI3-Akt-Signalweg ist für die Vermittlung der Hypoxie-
induzierten SDH-Genexpression von Bedeutung. Außerdem verringerte das entzündungs-
hemmende Glukokortikoid Triamcinolon die hypoxische Expression des SDH-Gens. 
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Weiterhin wurde eine erhöhte SDH-Genexpression durch den VEGF-Rezeptor-2-Hemmer 
unter Kontrollbedingungen nachgewiesen, was auf einen hemmenden Effekt der VEGF-
Rezeptoraktivierung hindeutet. Die SDH-Expression wurde durch die Inhibitoren der PDGF- 
bzw. EGF-Rezeptortyrosinkinasen unter Hypoxie reduziert, was eine Funktion dieser 
Rezeptoren an der Induktion der SDH-Expression unter diesen Bedingungen nahelegt. Der 
Transkriptionsfaktor NFκB hemmte unter Kontrollbedingungen die SDH-Expression, während 
die Transkriptionsfaktoren HIF-1 und STAT3 bei der Erhöhung der SDH-Expression unter 
hypoxischen Bedingungen eine Rolle spielen. 
Aus den Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass Sorbitol in RPE-Zellen unter 
hyperosmolaren Bedingungen akkumuliert, während es unter hypoxischen Bedingungen oder 
bei oxidativem Stress zu keiner Sorbitolakkumulation kommt. Man kann annehmen, dass die 
NFAT5- und AR-vermittelte Sorbitolakkumulation die RPE-Zellen unter osmotischem Stress 
schützt, weil es die intrazelluläre Osmolarität erhöht. Es sollten zukünftig weitere 
Untersuchungen zur Vitalität der Zellen bei AR-Hemmung unter verschiedenen pathogenen 
Bedingungen durchgeführt werden. Derzeit befinden sich eine Vielzahl vielversprechender 
neuer Therapiemöglichkeiten der DR in der Entwicklung, die auf biochemische Signalwege 
abzielen, die mikrovaskulären Schaden verursachen. Wichtig ist zudem die weitere klinische 
Forschung, um die Rolle dieser neuen Therapien bei der Behandlung der DR zu ermitteln.  
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